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Der Großteil der in eukaryontischen Zellen ablaufenden chemischen 
Reaktionen finden in Zellkompartimenten statt, die durch Membranen 
eingeschlossen werden. SNARE-Proteine sind essentielle Komponenten für 
die Fusion von gleichartigen (homotypischen) als auch verschiedenartigen 
(heterotypischen) Membranen. SNAREs sind meist über eine C-terminale 
Transmembran-Domäne in der „Geber“-Membran verankert. N-terminale 60-
70 Aminosäuren lange Hepta-Peptide (SNARE-Motiv) können über Coiled-
Coil Formierung den Kontakt mit einem SNARE an der „Empfänger“-Membran 
herstellen (trans-SNARE Komplex). 
 In der vorliegenden Arbeit wurden die Plasmamembran SNAREs 
SNC1 und SNC2 in Saccharomyces cerevisiae auf posttranslationale 
Modifikation durch Ubiquitin untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die 
Ubiquitylierung an mindestens zwei Lysinen im Substrat erfolgt. Die kovalente 
Verknüpfung erfolgt durch die Ubiquitin-Ligase RSP5. 
 In Mutanten, die die Sekretion von SNC1/SNC2 zur Plasmamembran 
inhibieren (sec17-1, sec18-1, sed5-1 und sec1-1), liegen die SNAREs in 
nicht-modifizierter Form vor. In den Endozytose-Mutanten end3 und end4, die 
für die Invagination von endozytotischen Vesikeln defekt sind, akkumuliert 
ubiquityliertes SNC1 an der Plasmamembran. Die Ubiquitylierungs-Reaktion 
muß daher an der Plasmamembran erfolgen. Eine der Ubiquitylierungsstellen, 
Lysin-63, befindet sich in der Coiled-Coil-Domäne der SNAREs. Der 
Austausch des Lysins durch ein Arginin an dieser Stelle führt dazu, dass 
SNC1 nicht mehr in das Lumen der Vakuole lokalisiert wird. Stattdessen 
verbleibt das Protein in der Membran der Vakuole.  
 Die zweite Ubiquitylierungsstelle konnte noch nicht identifiziert werden. 
Das Ubiquitin-Bindeprotein DDI1 interagiert mit SNC1/SNC2, und beeinflußt 
die Verfügbarkeit des SNAREs für den trans-SNARE Komplex. Ob DDI1 über 
die interne UBA (ubiquitin-associated)-Domäne mit ubiquityliertem 
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Einleitung 
 
Zellen müssen auf Umwelteinflüsse schnell und in angemessener Form 
reagieren können. Dazu werden Proteine in ihrer Aktivität, Lokalisierung oder 
Quantität durch unterschiedliche Mechanismen reguliert. Diese Regulation 
kann durch posttranslationale Proteinmodifikationen, wie Phosphorylierung, 
Glycosylierung, Acetylierung oder Modifikation mit Lipiden geschehen.  
 Eine weitere Möglichkeit zur Regulation ist die posttranslationale 
Modifikation eines Proteins durch Ubiquitin. Die klassische Funktion der 
Ubiquitylierung ist die Markierung des Zielproteins mit Ubiquitin für den 
selektiven Proteinabbau durch das Proteasom, ein multikatalytischer 
Proteasekomplex. 
 Während der letzten Jahre wurden weitere, „nicht-klassische“ 
Funktionen der kovalenten Verküpfung eines Substrates mit Ubiquitin 
beschrieben, die das so konjugierte Protein nicht dem proteasomalen Abbau 
zuführen. Eines der bekanntesten Beispiele für eine solche „nicht-klassische“ 
Funktion ist die Rolle der Ubiquitylierung in der Endozytose. Hier führt die 
Konjugation von Ubiquitin an Membranproteine zum Transport des so 
markierten Proteins von der Plasmamembran, über endozytotische Vesikel in 
Lysosomen. Die Membranproteine werden durch lysosomale Proteasen 
abgebaut.  
 
1. Das Ubiquitin-System 
1.1 Enzymatik des Ubiquitinsystems 
 
Ubiquitin ist ein hochkonserviertes, 76 Aminosäuren langes Protein. Für die 
Ubiquitylierung von Substratproteinen wird zwischen der Carboxylgruppe des 
C-terminalen Glycins von Ubiquitin und der ε-Aminogruppe eines internen 
Lysins des Substrates eine Isopeptidbindung ausgebildet. Diese Verknüpfung 
kann auch zwischen den Ubiquitinmolekülen selbst erfolgen, was zur 
Ausbildung von Multiubiquitinketten führt. Die Ubiquitylierung ist eine 
reversible Reaktion, die durch Ubiquitin-Hydrolasen rückgängig gemacht 
werden kann (Wilkinson et al. 1998; Pickart 2001; Yao et al. 2002). 
 Im ersten Schritt der Ubiquitylierungsreaktion wird die Carboxyl-Gruppe 
des Ubiquitins in Abhängigkeit von ATP aktiviert. Dies katalysiert in 
Saccharomyces cerevisiae, wie in der Mehrzahl aller Eukaryonten, ein 
einziges Enzym, UBA1 (ubiquitin-activating enzyme 1; E1). Dazu wird ein 
Thioester zwischen dem C-Terminus des Ubiquitins und dem konservierten 
Cysteinrest des aktiven Zentrums von UBA1 ausgebildet 
(Ciechanover et al. 1982; Haas et al. 1983; Pickart et al. 1988; Pickart et al. 
1994). Im zweiten Schritt wird das aktivierte Ubiquitin in einer 
Umesterungsreaktion auf einen Cysteinrest des Ubiquitin-Konjugations 
Enzyms (E2) übertragen. In S. cerevisiae existieren elf E2-Proteine. Meist 
benötigen E2-Proteine zusätzliche Faktoren, die Ubiquitin-Ligasen (E3), um 
eine spezifische Ubiquitylierungsreaktion zu vermitteln.  
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Ubiquitin-Ligasen sind weitverbreitete, oft modular aufgebaute Proteine oder 
Proteinkomplexe, die sowohl das Substrat als auch das erforderliche 
E2-Protein erkennen können (Jackson et al. 2000). Es werden zwei Klassen 
von Ubiquitin-Ligasen unterschieden: HECT E3s und RING-Finger E3s. 
 Die HECT (Homologous to E6-AP-C-terminus)-E3-Enzyme besitzen 
eine konservierte, C-terminale HECT-Domäne, die erstmals im Protein E6-AP 
beschrieben wurde (Huibregtse et al. 1995; Scheffner et al. 1995). 
S. cerevisiae verfügt über fünf E3 Enzyme dieser Klasse, von denen allein 
RSP5 lebensnotwendig ist. Die Substraterkennung der HECT-E3-Enzyme 
erfolgt über nicht konservierte N-terminale Substratbindungs-Domänen. In 
RSP5 sind dies WW-Domänen, die prolinreiche Sequenzmotive erkennen 
können (Lu et al. 1999; Chang et al. 2000). 
 Die Proteine der Klasse der RING-Finger- oder RING-Finger-ähnlichen 
E3-Enzyme kommen monomer oder in hochmolekularen Komplexen vor. Der 
RING-Finger fungiert als Plattform zur Bindung des E2-Proteins. Andere 
Domänen des Proteins, beziehungsweise andere Untereinheiten des 
Komplexes, rekrutieren die Substrate (Xie et al. 1999; Joazeiro et al. 2000). 
RING-Finger gehen im Unterschied zu HECT-E3s keine Thioesterbindung mit 
Ubiquitin ein.  
 In manchen Fällen wirken zusätzliche Multiubiquitylierungs-Faktoren 
(E4). In Hefe konnte diese Aktivität dem Protein UFD2 zugeschrieben werden 
(Koegl et al. 1999). UFD2 wurde als Bindungspartner eines 
oligoubiquitylierten Substrats isoliert und fördert in vitro und in vivo dessen 
Multiubiquitylierung (Johnson et al. 1995; Koegl et al. 1999). UFD2 besitzt 
eine C-terminale U-box-Domäne, die strukturell mit dem RING-Finger Motiv 
verwandt ist. 
 Der Mechanismus der Ubiquitylierung läßt sich als hierarchisch 
organisierte enzymatische Kaskade beschreiben, in deren Verlauf Ubiquitin 
sequentiell aktiviert und spezifisch auf ein Substrat übertragen wird 















Abbildung 1-1: Spezifische Ubiquitylierung von Substratproteinen bedarf einer 
enzymatischen Kaskade von E1-, E2-, E3- (RING- oder HECT-E3) und in manchen 
Fällen von E4-Enzymen.  *  Ubiquitin. 
 
∨ ¬ HECT-E3 
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1.2 Multiubiquitin versus Monoubiquitin 
 
Ubiquitylierung führt häufig zur Bildung so genannter Ubiquitinketten 
(Multiubiquitylierung), in denen einzelne Ubiquitinmoleküle über verschiedene 
Lysine im Ubiquitin selbst miteinander verknüpft werden. Proteine können 
auch nur monoubiquityliert werden. Es ist auch möglich, dass das 
Substratprotein an mehreren Stellen in der Polypeptidkette monoubiquityliert 
wird. Die zentrale Frage für das Verstehen der Regulation von Proteinen ist, 
wie die unterschiedlichen Verknüpfungsarten von Ubiquitin an Substrate 
durch ubiquitinspezifische Rezeptoren erkannt werden können.  
 Die Art der Verknüpfung hat für das Substrat verschiedenste 
Konsequenzen (Abbildung 1-2). Multiubiquitylierte Substrate, die durch 
Verknüpfung am ubiquitininternen Lys-48 oder Lys-29 entstehen, führen zur 
proteasomalen Erkennung und Abbau durch das Ubiquitin/Proteasom-
System. Im Gegensatz dazu dient die Monoubiquitylierung nicht als 
Erkennungssignal für das Ubiquitin/Proteasom-System, sondern für die 
Regulation des Substrats. Die Regulationsmöglichkeiten sind vielfältig. 
Ubiquitylierung von Histonen und Transkriptionsfaktoren können die Aktivität 
des jeweiligen Substrats verändern (Jentsch et al. 1987; Hoppe et al. 2000). 
Die Monoubiquitylierung kann ein essentielles Element für die Aktivierung der 
DNA-Reparatur sein (Hoege et al. 2002), als auch als Internalisationssignal 












Abbildung 1-2: Ubiquitin kann als Monomer oder Kette mit Substraten verknüpft 
werden. Die Verknüpfung der Ketten kann über K29-, K48- oder K63-Lysine erfolgen. Die 
Funktionen der Ubiquitylierung sind unterschiedlich. 
 
Die Rolle der Monoubiquitylierung für den intrazellulären Transport ist am 
besten im sekretorischen und endozytotischen Weg erforscht. Die weitere 
Sortierung von Plasmamembranrezeptoren in Multivesikuläre Teilchen (MVB) 
ist abhängig von Monoubiquitylierung (Katzmann et al. 2002). Auch im 
trans-Golgi Netzwerk kann Mono- und Oligoubiquitylierung über die 
Sortierung der Substrate in Lysosomen/Vakuole entscheiden (Helliwell et al. 
2001; Soetens et al. 2001). Vertreter der endozytotischen Maschinerie, zum 
Beispiel Epsine, werden monoubiquityliert und damit in ihrer Aktivität reguliert 
(Shih et al. 2002). Endozytotische Substrate können durch Lys-63 verknüpftes 
Di-Ubiquitin modifiziert sein (Galan et al. 1997). 
Verknüpfung                    Vorkommen und Funktion 
Monoubiquitinierung      Erkennung für Endozytose 
                                          Aktivität des Substrat-Proteins 
                                          DNA-Reparatur  
                                          Lokalisierung 
 
K48-Ketten                       proteasomaler Abbau 
 
K29-Ketten                       proteasomale Erkennung 
 
K63-Ketten                       DNA-Reparatur 
                                          Erkennung für Endozytose 
                                          Ribosomale Proteinmodifiaktion 




   Substrat 
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1.3 Erkennung von Ubiquitin durch Ubiquitin-Bindemodule 
 
Rezeptoren, die das konjugierte Ubiquitin erkennen können, bestimmen über 
das weitere Schicksal der Substrate. Verschiedene Ubiquitin-Bindemodule, 
die Monoubiquitin und Multiubiquitinketten erkennen, werden heute 
unterschieden: UEV (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant), NZF (Npl4 
zinc finger) UBA (ubiquitin-associated), UIM (ubiquitin-interacting motif) und 
CUE (Tabelle 1). 
 Für die Erkennung von Ubiquitin durch Rezeptoren wirkt die 
Oberfläche des Ubiquitin selbst als dreidimensionales Signal. So bildet zum 
Beispiel Leu-8, Ile-44, Val-70 eine hydrophobe Region auf der Ubiquitin-
Oberfläche, die die von der Proteasom-Untereinheit S5a/Rpn10 erkannt wird 
(Beal et al. 1996). Diese hydrophobe Region zusammen mit einer Region in 
der Nähe von Phe-4 sind zugleich für den endozytotischen Transport und das 
vegetative Wachstum in Saccharomyces cerevisiae notwendig (Sloper-Mould 








Länge Struktur Art der Bindung  
an Ubiquitin 
Referenzen 
UEV TSG101/VPS36,  
MMS2/UEV1a 
145 E2-ähnliche  
Domäne 
verschiedene VanDemark et al. 2001
Pornillos et al. 2002      
NZF VPS36 
NPL4  
35 Zinkfinger, 4 anti- 
parallele ß-Stränge 
Hydrophobe Interaktion
mit Ubiquitin  
(Ile44-Kluster) 
 
Meyer et al. 2002  
Wang et al. 2003           
UBA RAD23, DSK2, 
EDE1, DDI1, SHP1 
 
44-55 Drei α-Helices  
 
Bindung über das  
Ile44 Kluster von  
Ubiquitin; ähnlich zu  
CUE1 
 
Hofmann et al. 1996  
Mueller et al. 2002  
Kang et al. 2003            
UIM S5a/RPN10, Hrs,  
EPS15, STAM,  
MEKK1 
20 Amphipathische  
α-Helix 
Bindung über das  




Hofmann et al. 2001  
Fisher et al. 2003          
CUE VPS9, Tollip 42-43 Drei α-Helices 
 
Hydrophobe  




Ponting et al. 2000 
Kang et al. 2003 
Prag et al. 2003  
Shih et al. 2003 
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2. Die klassische Funktion des Ubiquitin-Konjugationssystems ist die 
Erkennung und Regulation durch das Proteasom 
 
2.1 Abbau von Ubiquitin-Konjugaten durch das Proteasom 
 
Das Proteasom ist ein multikatalytischer Proteasekomplex, im Zytosol und 
Zellkern, der aus einem 20S-Kernpartikel und zwei axialen 
19S-Regulatorkappen besteht (Baumeister et al. 1998). Das 20S-Kernpartikel 
bildet aus vier gestapelten Ringen mit je sieben zueinander homologen 
Untereinheiten einen hohlen Zylinder (Groll et al. 1997). Die 
19S-Regulatorkappe besteht in S. cerevisiae aus annähernd 18 Proteinen 
(Glickman et al. 1998). Die Funktion dieser Kappe ist unter anderem die 
Erkennung der Multiubiquitinketten (van Nocker et al. 1996). Zwei Proteine 
mit dieser Ubiquitin Bindefunktion sind RPN10 und die AAA-ATPase RPT5. 
Im Gegensatz zu RPT5 verliert RPN10 durch Inkorporation in das 
26S-Proteasom seine hohe Ubiquitinaffinität. RPT5 wird daher neben RPN10 
als neuer proteasomaler Akzeptor ubiquitylierter Proteine angesehen 
(Elsasser et al. 2002; Lam et al. 2002). Neben RPT5 und RPN10, die 
Bestandteil des Proteasoms sind, werden lösliche Ubiquitin-Rezeptoren der 
RAD23 Familie (RAD23, DSK2), für die proteasomale Erkennung 
verantwortlich gemacht.  
 Nach Erkennung des Substrats durch die 19S-Regulatorkappe erfolgt 
die Einschleusung des Substrats in den 20S-Zylinder. Dabei wird das 
Substrat in Peptide mit einer Länge von etwa 10 Aminosäuren zerlegt. In der 
Regel degradiert das 26S-Proteasom Proteine, die über eine mindestens vier 
Moleküle lange Ubiquitinkette verfügen (Chau et al. 1989; Thrower et al. 
2000). Zur Wiederverwertung von Ubiquitin wird die Ubiquitinkette durch eine 
Ubiquitin-Hydrolase abgespalten, und zu einzelnen Ubiquitin-Molekülen 
zerlegt (Wilkinson et al. 1998; Verma et al. 2002; Yao et al. 2002).  
2.2 Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems 
 
Eine der zentralen Funktionen des Ubiquitin/Proteasom-Systems ist die 
Eliminierung von abnormalen Proteinen, bevor sie toxisch für die Zelle werden 
können. Besonders Stressbedingungen, wie Hitzschock oder die Anwesenheit 
von Schwermetallen, führen zu einer erhöhten Expression von Komponenten 
des Ubiquitin/Proteasom-Systems (Seufert et al. 1990; Jungmann et al. 
1993). Falsch gefaltete Proteine des endoplasmatischen Reticulums werden 
durch das Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut, bekannt als ERAD-Weg 
(ER associated protein degradation) (Jarosch et al. 2003). Auch luminale, 
falsch gefaltete Proteine des ER, werden nach Translokation in das Cytosol 
durch das Ubiquitin/Proteasom-System abgebaut (Hiller et al. 1996). Die 
Akkumulation von falsch gefalteten Proteinen im Lumen des ER löst eine 
Signaltransduktionskaskade aus, bekannt als UPR (unfolded protein 
response), die unter anderem zu einer Induktion der Expression von Genen 
des Ubiquitin/Proteasom-Systems führt (Travers et al. 2000). 
Die zweite zentrale Funktion des Ubiquitin/Proteasom-Systems ist die 
Regulation des Zellzyklus. Die Schlüsselenzyme des Zellzyklus sind Cyclin-
abhängige Kinasen. Die Konzentration der Cycline in den verschiedenen 
Einleitung 
  7 
Zellzyklus-Stadien wird sowohl durch transkriptionale Regulation als auch 
durch den Abbau der Cycline durch das Ubiquitin/Proteasom-System reguliert 
(Reed 2003). 
 Die Aktivität vieler Transkriptionsfaktoren werden durch 
Ubiquitin/Proteasom- vermittelte Proteolyse reguliert. Dazu zählen die Hefe-
Proteine GCN4 und MET4 und in höheren Eukayonten c-Jun, E2F-1, c-Myc 
und c-Fos, als auch der der Tumorsuppressor p53. 
 Ein bekanntes Substrat für das Ubiquitin/Proteasom-System in der 
Signaltransduktion sind NF-κB-Transkriptionsfaktoren. In Hefe wurden die 
NF-κB verwandten Transkriptionsfaktoren SPT23 und MGA2 als Substrate 
der Ubiquitin-Proteasom-Maschinerie identifiziert. SPT23 und MGA2 
lokalisieren in der ER-Membran als Dimer. Durch die Einwirkung des 
Ubiquitin/Proteasom-Systems wird ein Protein des Dimers verkürzt, es 
entsteht die so genannte p90-Form des Volllängen-Transkriptionsfaktors 
(p120) SPT23, die zunächst noch an das Volllängen SPT23 gebunden ist 
(Hoppe et al. 2000). Durch die Kooperation mit CDC48 wird die auf diese 
Weise aktivierte p90-Form in den Zellkern transportiert, wo es seine Aktivität 
als Transkriptionsfaktor entfaltet (Rape et al. 2001). 
Einleitung 
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3. Neue „nicht-klassische“ Funktionen des Ubiquitin-Systems regulieren 
Lokalisation und Aktivität der Substratproteine 
3.1 Funktion von Ubiquitin in der Endozytose 
 
Ubiquitin bestimmt die Translokalisation von vielen Plasmamembran 
Proteinen in endozytotische Vesikel und in das multivesikuläre Teilchen 
(multivesicular bodies; MVB). 
 Die Aktivität von Proteinen die an der Zelloberfläche wirken 
(Rezeptoren für Signaltransduktion, Transporter und Ionenkanäle) unterliegen 
einer strengen Regulation. Durch Endozytose können diese rasch von der 
Plasmamembran entfernt werden, und so Ihre Aktivität reduzieren. 
Endozytierte Proteine werden weiter zu Lysosomen (Hefe: Vakuole) 
transportiert, wo sie durch lysosomale Proteasen abgebaut werden.  
 In Saccharomyces cerevisiae wurde der ABC-Transporter STE6 als 
erstes Substrat für Ubiquitylierung identifiziert, das in Endozytose-Mutanten in 
der Plasmamembran akkumuliert (Kölling et al. 1994). Später wurde entdeckt, 
dass die Ubiquitylierung für die Halbwertszeit des Proteins entscheidend war, 
und der Transport von der Plasmamembran in die endozytotischen Vesikel 
inhibiert war (Kölling et al.1997). 
 Anhand des G-Protein Rezeptors STE2 wurde die Rolle von Ubiquitin 
als Transportfaktor in der Rezeptor-vermittelten Endozytose analysiert. STE2 
wird durch Bindung an ein Peptidhormon (α-Faktor) aktiviert 
(Odorizzi et al. 1998). STE2 stimuliert, ähnlich wie EGF in höheren 
Eukaryonten, eine MAPK Kinase (MAPKK)-Kaskade, und wird durch 
Internalisierung an der Plasmamembran und Abbau in der Vakuole reguliert. 
Wenn alle Lysine auf der zytoplasmatischen Seite von STE2 durch Arginin 
ersetzt sind, kann das Protein nicht mehr internalisiert werden 
(Terrell et al. 1998). Im Gegensatz dazu wird ein Ubiquitin-STE2 
Fusionsprotein, ähnlich wie das Wildtyp-Protein, rasch endozytiert und in der 
Vakuole abgebaut (Shih et al. 2000). Im Fall von STE2 hat Ubiquitin eine 
klare Funktion hinsichtlich früher Internalisierung an der Plasmamembran. 
 Im Fall von STE6 und FUR4 führt ein Defekt der Ubiquitylierung zu 
einer Akkumulation in einem prävakuolären Kompartiment, was ein Hinweis 
darauf war, dass die Ubiquitylierung auch zu einem späteren Zeitpunkt wichtig 
war (Dupre et al. 2001; Losko et al. 2001). GAP1, eine 
Aminosäurenpermease, kann unter bestimmten Bedingungen 
ubiquitinabhängig vom trans-Golgi-Netzwerk auf direktem Weg in die 
multivesicular bodies sortiert werden ohne jemals an die Plasmamembran zu 
gelangen (Helliwell et al. 2001). Dies zeigte, dass auch für den internen 
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Tabelle 2: bekannte Transmembranproteine die durch Ubiquitylierung reguliert werden 
können (Auswahl nach Hicke et al. 2003). 
 
Eine große Anzahl von Plasmamembran-Proteinen, die ubiquityliert werden, 
sind heute bekannt (Tabelle 2). Die Ubiquitylierung des zytoplasmatisch 
gelegenen Teils der Membranproteine, die oft durch Phosphorylierung 
reguliert wird, erfolgt in Hefe in vielen Fällen durch die Ubiquitin-Ligase RSP5. 
Nedd4 ist das menschliche Homologe zu RSP5, und für die Ubiquitylierung 
von mehreren Kanalproteinen notwendig (Rotin et al. 2000). Dabei scheint 
Mono-Ubiquitylierung für die Internalisierung an der Plasmamembran 
ausreichend zu sein (Shih et al. 2000). Allerdings wurden auch kurze 
Ubiquitinketten, bestehend aus zwei Ubiquitinen, beschrieben, die über Lysin-
63 des ersten Ubiquitins verknüpft sind und für die Endozytose bestimmter 
Membranproteine notwendig sind (Galan et al. 1997). Es wird angenommen, 
dass die Oberfläche des Ubiquitins von einem spezifischen Rezeptor erkannt 
wird. Interessanterweise wurden mehrere Proteine die am 
Einleitung 
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Internalisierungs-Weg der Endozytose beteiligt sind, identifiziert, die ein 
Ubiquitin-interagierendes Motiv enthalten (UBA und oder UIM) und damit als 
Ubiquitin-Rezeptoren in Frage kommen (Hofmann et al. 2001). Ein Beispiel 
für einen solchen Rezeptor ist Epsin (Hicke et al. 1996; Polo et al. 2002). 
Epsin enthält eine N-terminale ENTH Phospholipid Binde-Domäne, zwei UIM-
Domänen und ein Clathrin/AP-2 Interaktions-Motiv. Substraterkennung der 
ubiquitylierten Cargoproteine erfolgt durch die UIMs (Hofmann et al. 2001; 
Shih et al. 2002). Durch das Clathrin-Bindemotiv könnte Clathrin rekrutiert 
werden und auf diese Weise die Verpackung des Cargos in endozytotische 
Vesikel erfolgen.  
 VPS27 und das Säuger-Homologe Hrs sind ebenfalls Proteine, die 
Ubiquitin Bindeeigenschaften besitzen (siehe Tabelle 1). Beide besitzen zwei 
Kopien der UIM-Domäne und binden in Abhängigkeit von diesen Domänen an 
Ubiquitin (Shenoy et al. 2001; Shih et al. 2002). Die Bindung an Ubiquitin 
kann durch Punktmutationen in den beiden UIM-Domänen reduziert werden, 
und führen dazu, dass CPS und STE2 nicht mehr korrekt sortiert werden 
können (Bilodeau et al. 2002). VPS27/Hrs bildet einen Komplex mit 
HSE1/STAM. HSE1/STAM enthält ebenso eine UIM-Domäne. In manchen 
Hefe-Stämmen führt eine Mutation in den UIM-Domänen von VPS27 und 
HSE1 zu Sortierungsdefekten (Bilodeau et al. 2002). Epsine können als 
Adaptoren definiert werden, die synchron das ubiquitylierte Cargo und 
Clathrin binden können und auf diese Weise das Cargo dem endozytotischen 
Vesikel Transport zuführen können (Polo et al. 2002).  
 Neben der Funktion der Sortierung von Substraten, wird noch eine 
weitere Funktion der UIMs diskutiert: UIMs von VPS27/HRS können dazu 
verwendet werden um Ubiquitin-modifizierte Komponenten der endosomalen 
Maschinerie zu erkennen. Hrs lokalisiert an Regionen von Clathrin (Raiborg et 
al. 2001; Sachse et al. 2001) und wird selbst ubiquityliert, genauso wie 
EPS15, ein Protein das während der Internalisierung an der Plasmamembran 
wirkt (van Delft et al. 1997; Polo et al. 2002). Die UIM-Domäne von EPS15 
wiederum scheint direkt mit einem Ubiquitin Ligase-Komplex zu interagieren 
(Polo et al. 2002). Zusätzlich dient das konjugierte Monoubiquitin von EPS15 
als Signal, das von Epsinen erkannt wird. CIN 85 und Numb sind zwei weitere 
endozytotische Proteine, die mono- und multiubiquityliert werden (Haglund et 
al. 2002; Nie et al. 2002). 
 
3.2 Funktion von Ubiquitin im Vesikeltransport 
 
Ein Beispiel für die ubiquitinabhängige Sortierung/Lokalisierung in die 
multivesicular bodies (MVBs) ist Carboxypeptidase S (CPS). Als 
multivesicular bodies wird ein vakuoläres Kompartiment bezeichnet, das 
durch Invagination von endozytotischen Vesikeln entsteht. CPS ist ein 
Transmembranprotein das von Golgi über Endosomen direkt in MVBs sortiert 
wird. Die Mutagenese des Lysin-8 durch Arginin, verhindert die 
Ubiquitylierung von CPS und die Lokalisierung in MVBs. Stattdessen erfolgt 
die Lokalisation in die vakuoläre Membran. Die Ubiquitin-Modifikation von 
CPS dient als Signal für den Transport in MVBs. Eine 7-Aminosäuren lange 
Peptidsequenz um das Lysin-8 reicht aus, um ursprünglich MVB-fremde 
Proteine zu ubiquitylieren und in den MVB zu lokalisieren 
Einleitung 
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(Katzmann et al. 2001). Eine Leserahmenfusion mit Ubiquitin ist ausreichend 
um die Proteine in die MVBs zu lokalisieren (Urbanowski et al. 2001). Wenn 
die Ubiquitin Ligase TUL1 fehlt, führt dies zu einer Verminderung der 
Sortierung von CPS in die MVBs (Reggiori et al. 2002). Besonders interessant 
ist der Phänotyp in doa4-Mutanten. Diese Zellen besitzen eine reduzierte 
Menge an freiem Ubiquitin (Swaminathan et al. 1999). DOA4 ist für das 
Abschneiden von Ubiquitin von den Substraten, die für die Vakuole bestimmt 
sind, verantwortlich (Amerik et al. 2000). Wenn DOA4 fehlt, wird Ubiquitin 
zusammen mit den Substraten in das Lumen der Vakuole aufgenommen und 
durch vakuoläre Proteasen verdaut. 
 Mehr als 50 verschiedene Proteine sind am Proteintransport zur 
Vakuole beteiligt und werden als VPS (vacuolar protein sorting) Proteine 
bezeichnet. Je nachdem wo diese benötigt werden, sind die VPS Proteine 
klassifiziert in Klasse A - Klasse E (Conibear et al. 1998). Die Deletion eines 
der 17 VPS-Gene der Klasse E führt zur Akkumulation eines späten 
Endosoms, das als Klasse E-Kompartiment bezeichnet wird (Rieder et al. 
1996). Im Klasse E-Kompartiment akkumulieren unter anderem Proteine, die 
für die Vakuole bestimmt sind. Plamamembran-Proteine, die über den 
Endozytose-Weg transportiert werden, können ebenfalls im Klasse E-
Kompartiment akkumulieren (Davis et al. 1993; Vida et al. 1995). Daraus 
schließt man, dass die biosynthetischen und endozytischen Wege zur 
Vakuole in einem gemeinsamen Kompartiment dem „prävakuolären 
Kompartiment“, die als multivesicular bodies (MVBs) in Erscheinung treten, 
zusammenlaufen. 
 Für die Sortierung von Proteinen in multivesikuläre Teilchen sind 
mehrere Ubiquitin-Bindeproteine notwendig: VPS23 ist ein Klasse E-Protein, 
und besitzt eine spezielle Variante einer Ubiquitin-konjugierenden Domäne 
(UEV, siehe Tabelle 1) (Babst et al. 2000; Katzmann et al. 2001). In vitro 
bindet auch das Säuger- Homologe von VPS 23, Tsg101, an Ubiquitin 
(Pornillos et al. 2002). VPS23 bildet zusammen mit VPS28 und VPS37 einen 
350 kDa großen Komplex, der als ESCRT-I (endosomal sorting complex 
required for transport-I) bezeichnet wird. Die UEV-Domäne wird benötigt um 
monoubiquityliertes CPS zu erkennen und zu sortieren. Auch TSG101 ist 
Bestandteil eines 350 kDa großen Komplexes. In Maus-Fibroblasten führt die 
funktionelle Inaktivierung von TSG101 zu einer Verstärkung des Recyclings 
des EGF-Rezeptors (Babst et al. 2000). Die verstärkte Präsentation des 




3.3 Funktion von Ubiquitin in der DNA-Reparatur 
 
Die ersten Hinweise, dass Ubiquitin eine wichtige Funktion im Zellkern erfüllt, 
kam durch die Entdeckung, dass Histone ubiquityliert werden (West et al. 
1980; Busch et al. 1981).  
 RAD6/UBC2 wurde als das Ubiquitin-konjugierendes E2 für die 
Ubiquitylierung von Histon H2B in identifiziert (Jentsch et al. 1987; Robzyk et 
al. 2000). Von besonderer Bedeutung ist, dass RAD6 zugleich die zentrale 
Komponente des postreplikativen DNA-Reparatur-Wegs darstellt 
Einleitung 
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(Lawrence 1994). Zwei weitere E2 Proteine, UBC13 und MMS2, wurden 
identifiziert, die als Heterodimer ein aktives Ubiquitin-konjugierendes Enzym 
bilden, und die Bildung von Lysin-63 verknüpften Multiubiquitinketten 
katalysieren (Hofmann et al. 1999). RAD6 und UBC13-MMS2 können durch 
die Interaktion mit den RING-Finger enthaltenden DNA-Bindeproteinen 
RAD18 und RAD5 an das Chromatin rekrutiert werden (Ulrich und Jentsch 
2000). Zuletzt konnte PCNA als erstes Substrat für die Chromatin assoziierte 
Ubiquitin-Konjugationsmaschinerie identifiziert werden (Hoege et al. 2002). 
PCNA bildet einen trimeren Ring am Chromatin, wo es als 
Prozessivitätsfaktor für DNA-Polymerasen wirkt (Tsurimoto 1999; Warbrick 
2000). PCNA ist ein essentieller Faktor für die Replikation, die Replikations-
abhängige DNA-Reparatur und Silencing (Bauer et al. 1990). Für die 
Ubiquitylierung von PCNA wird RAD6 und RAD18 benötigt, die die 
Verküpfung des ersten Ubiquitin katalysiert. UBC13-MMS2 zusammen mit 
RAD5 verlängert das monoubiquitylierte PCNA durch das Anknüpfen einer 
K63-verknüpfte Ubiquitinkette. Als dritte Modifikations-Variation von PCNA 
dient die SUMOylierung (Hoege et al. 2002). SUMO ist ein Ubiquitin ähnliches 
Protein. Die drei Modifikations Möglichkeiten dienen für sich als Signale, um 
die feinabgestimmte Inhibierung und Aktivierung der Replikations-abhängigen 
DNA-Reparatur zu gewährleisten (Hoege et al. 2002; Stelter et al. 2003). 
 
4.  Ubiquitin und Fusion von Membranen 
 
Die intrazelluläre Fusion von Membranen ist ein konservierter Prozess der 
vom Menschen bis zur Hefe gleich abläuft. Die Membranfusion kann in drei 
definierte biochemische Reaktionen unterteilt werden. In der ersten Reaktion 
findet eine Früherkennung zwischen Donor- und Akzeptor-Membran statt. 
Hier spielen YPT/Rab GTPasen und sogenannte „tethering“- Faktoren eine 
wichtige Rolle. In weiterer Folge wird ein näherer Kontakt zwischen den 
Membranen aufgebaut. Dieser „docking“-Vorgang wird durch sogenannte 
SNAREs vermittelt. SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion 
protein attachment protein receptors) sind kleine Coiled-Coil Domänen 
enthaltende membrangebundene Proteine. Ein Vesikelmembran-gebundenes 
SNARE (v-SNARE) bildet zusammen mit einem Zielmembran-gebundenen 
SNARE (t-SNARE) (Rothman 1994) ein Bündel von vier parallelen α-Helices 
(Sutton et al. 1998). Die dritte Stufe ist die Fusion der Vesikelmembran mit 
der Zielmembran. Es wird angenommen, dass die Assemblierung des vier-
Helix Bündels die notwendige freie Energie liefert, um die einander 
gegenüberstehenden Membranen nah genug zueinander zu bringen, damit 









































Abbildung 1-3: Modell der SNARE-vermittelten Membranfusion: 1. Formierung des trans-
SNARE Komplexes 2. Vesikelfusion 3. Bindung von NSF und α-SNAP 4. ATP-getriebene 
SNARE Komplex Dissoziation 5. v-SNARE Recycling 6. Vesikel Abschnürung. λ v-SNARE, λ 
t-SNARE; SNAP-25 an der Plasmamembran λt-SNARE, λNSF (SEC18), λ α-SNAP (SEC17). 
Die Bildung des trans-SNARE Komplexes führt zur Membranfusion und der 
Akkumulation eines cis-SNARE Komplexes in der Akzeptor-Membran. Um 
SNAREs für weitere Runden der Membranfusion wieder bereit zu stellen 
(„priming“) ist eine Disassemblierung des cis-SNARE Komplexes erforderlich 
(Abbildung 1-3). Dieser Prozess wird durch eine AAA-ATPase katalysiert, den 
N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF; SEC18 in Hefe), und das lösliche 
NSF Bindeprotein α-SNAP (SNAP-soluble NSF attachment protein). Dieser 
Prozess ist ATP abhängig. NSF wurde als essentielle Komponente für den 
intra-Golgi Transport von Vesikeln identifiziert (Block et al. 1988). Inzwischen 
weiß man, dass NSF sowohl für den Vesikel-Transport vom ER zum Golgi 
(Beckers et al. 1989) und in der Endozytose in Hefe (Diaz et al. 1989) als 
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 Interessant ist eine Mutante von NSF in Drosophila (dNSF-1), die keine 
ATPase-Aktivität mehr besitzt. Unter restriktiven Temperatur-Bedingungen 
akkumulieren synaptische Vesikel, in denen sich stabile v-SNARE/t-SNARE 
Komplexe befinden. NSF befindet sich nicht in den SNARE Komplexen. Unter 
permissiven Bedingungen bindet dNSF-1 an die SNARE Komplexe, diese 
können aber nicht disassembliert werden (Müller et al. 1999). Diese 
Beobachtungen zeigen, dass neben der ATPase abhängigen Funktion der 
SNARE-Disassemblierung von NSF noch eine zweite ATPase unabhängige 
NSF Funktion besteht.  
 Neben den Hauptproteinen, die für die Fusion benötigt werden 
(v-SNARE, t-SNARE, NSF und α-SNAP), wurden akzessorische und 
regulatorische Proteine identifiziert. Besonders interessant ist GATE-16 
(„Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa“), das an SNAREs binden 
kann. Es wird vermutet, dass GATE-16 für das „Getrennthalten“ von SNAREs 
nach der Disassemblierung der cis-SNARE Komplexe verantwortlich ist 
(Elazar et al. 2003). GATE-16 besitzt eine ubiquitinähnliche Domäne 
(Klionsky et al. 1999), und ist essentiell für den NSF-getriebenen Golgi-
Zusammenbau (Sagiv et al. 2000; Müller et al. 2002). Dabei katalysiert 
NSF/α-SNAP eine ATP-unabhängige Bindung von GATE-16 an das Golgi 
v-SNARE, GOS-28. Gleichzeitig wird durch die GATE-16-GOS28 
Komplexbildung die Bindung des v-SNARE, GOS-28, an seinen 
t-SNARE-Partner, Syntaxin-5, verhindert (Müller et al. 2002). Aus diesen 
Beobachtungen können zwei Aktivitäten für NSF beschrieben werden, eine 
entfaltende und eine faltende Aktivität. Die ATPase abhängige entfaltende 
Aktivität von NSF vermittelt die cis-SNARE-Disassemblierung. Die ATPase 
unabhängige faltende Aktivität vermittelt die Komplexbildung zwischen 
GATE-16 und GOS-28.  
 Aus Frosch-Oocyten wurde p97 als ein Homologes von NSF isoliert 
(Peters et al. 1990). Dieses Protein besitzt eine spezifische Funktion für die 
Membranfusion der äußeren Kernhüllenmembran während der Karyogamie in 
Hefe (Latterich et al. 1995). In höheren Eukaryonten, wird p97 mit der 
post-mitotischen Fusion von Golgi-Membranen und ER verantwortlich 
gemacht (Kondo et al. 1997; Roy et al. 2000). 
 Für den Zusammenbau der Kernhülle ist die Bildung des Komplexes 
von p97 mit dem heterodimeren Co-Faktor UFD1/NPL4 essentiell 
(Hetzer et al. 2001). Im Gegensatz dazu, erfordert das Wachstum der 
Kernhülle die Komplexbildung von p97 mit dem Adaptor p47 (Hetzer et al. 
2001). Die Funktion von p47 ist die Vermittlung der Interaktion von p97 mit 
dem t-SNARE Syntaxin 5 (Rabouille et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, 
dass der p47/p97 Komplex und der p97/UFD1/Npl4 Komplex exklusiv sind 
(Meyer et al. 2002).  
 Die Funktion von p97 wurde besonders gut mit Hilfe des Hefe 
Homologen CDC48 beschrieben. Die katalytisch inaktive Mutante von CDC48 
wurde aus Zellen isoliert, in denen das kurzlebige Modelsubstrat Ubiquitin-
Fusionsprotein stabilisiert war (Johnson et al. 1995; Ghislain et al. 1996). 
Ähnlich wie für p97 beschrieben, ist CDC48 Teil von mehreren verschiedenen 
Komplexen, die unterschiedliche Funktionen erfüllen. Zusammen mit dem 
Adaptor SHP1 (p47 in höheren Eukaryonten) ist CDC48 für die homotypische 
ER-Membranfusion essentiell (Latterich et al. 1995). Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, dass SHP1 an Ubiquitin binden kann (Schubert et al. 2004). 
Einleitung 
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Im Komplex mit dem heterodimeren UFD1/NPL4 Kofaktor hingegen, besitzt 
CDC48 wichtige Funktion für den ER-assoziierten Abbau, den ERAD-Weg 
(Bays et al. 2001; Ye et al. 2001; Braun et al. 2002; Jarosch et al. 2002; 
Rabinovich et al. 2002; Ye et al. 2003), für die Aktivierung des ER-
gebundenen Transkriptionsfaktors SPT23 (Rape et al. 2001), und für die 
Spindel-Disassemblierung (Cao et al. 2003). Das E4 Protein UFD2 bindet an 
Ubiquitin-Konjugate und an CDC48, und katalysiert die Ubiquitin-
Kettenverlängerung von oligoubiquitylierten Substraten (Koegl et al. 1999). Es 
konnte gezeigt werden, dass der Komplex CDC48/UFD1/NPL4, der bevorzugt 
ubiquitylierte Substrate bindet (Rape et al. 2001), ein wichtiger Faktor für die 
Erkennung von oligoubiquitylierten Substraten ist. Durch die Weiterleitung an 
den Multiubiquitylierungs-Faktor UFD2, werden die Substrate 
multiubiquityliert, von den proteasomal assoziierten Erkennungsproteinen 
RAD23 und DSK2 erkannt, und durch das Proteasom abgebaut (Richly et al. 
2004). CDC48 wurde auch im Komplex mit UBX-Proteinen gefunden 
(Schubert et al. 2004). 
 Die AAA-ATPase VPS4 ist am endozytotischen Vesikeltransport in die 
MVBs beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass VPS4 für den Recycling 
Prozess der ESCRT-Komplexe (ESCRT-I, -II und III) benötigt wird. ESCRT-I 
aktiviert einen weiteren peripheren Membran-Komplex, ESCRT-II (Babst et al. 
2002a). Ein dritter Komplex ESCRT-III ist aus vier Coiled-Coil-Domänen 
enthaltenden Proteinen aufgebaut, die für die Bildung der internen Vesikel in 
die MVBs verantwortlich sind (Babst et al. 2002b). Wie bei SNAREs nimmt 
man an, dass die ESCRT-III Komponenten für mehrer Runden der MVB-
Bildung zur Verfügung stehen. In vps4 Zellen akkumulieren die MVB-
Substrate im Klasse E-Kompartiment (Babst et al. 1998). Die Komponenten 
VPS2-VPS24 binden ATP-gebundenes VPS4 an den ESCRT-III Komplex 
(Babst et al. 2002b). Die vps4ts Mutante die kein ATP binden kann, verbleibt 
im Zytosol (Babst et al. 1998). Es wird angenommen, dass Ubiquitin den 
geordneten Ablauf der Bindung der Komplexe organisiert, um geeignete 
Substrate für VPS4 zur Verfügung zu stellen. Es ist möglich, dass ESCRT-II 
oder andere Ubiquitin-Bindeproteine als Adaptoren für VPS4 wirken, um seine 









In der vorliegenden Arbeit sollten Komponenten der Membranfusions- 
Maschinerie auf ihre Regulation durch Ubiquitin-Modifikation untersucht 
werden. Dazu wurden die an der Plasmamembran wirkenden homologen 
v-SNAREs SNC1 und SNC2 ausgewählt, die durch die bekannte genetische 
und physikalische Interaktion mit dem Ubiquitin-Bindeprotein DDI1 besonders 
interessant erschienen. Es sollte untersucht werden, ob die SNAREs SNC1 
und SNC2 ubiquityliert werden, und welcher Natur die Ubiquitylierung war. 
Zusätzlich sollten die Enzyme, die die Ubiquitylierung katalysieren, identifiziert 
werden. Von besonders großem Interesse war die Funktion der SNARE-
Ubiquitylierung. Dazu sollte die Stabilität des ubiquitylierten Proteins 
untersucht werden, um einen Hinweis zu bekommen, ob die Ubiquitylierung 
zum Abbau durch das Proteasom führt. Parallel dazu sollte untersucht 
werden, wo in der Zelle die Ubiquitylierung stattfindet. Da bekannt war, dass 
Plasmamembran-Proteine abhängig von ihrer Ubiquitylierung in die Vakuole 
sortiert werden, sollte der Einfluß der Ubiquitylierung von SNC1/SNC2 auf 
deren Lokalisierung beziehungsweise Sortierung in der Endozytose 
untersucht werden. 
 Zusätzlich sollte die Funktion der bereits bekannten physikalischen und 
genetischen Interaktion von SNC1 und SNC2 mit DDI1 näher untersucht 
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Ergebnisse 
 
1. Die Charakterisierung der Ubiquitylierung der v-SNAREs SNC1/SNC2  
 
1.1 SNC1 und SNC2 besitzen sechs konservierte Lysin-Reste  
 
Die Entdeckung, dass das t-SNARE UFE1 in pkc1-2, eine temperatursensitive 
Mutante der Serin/Threonin Proteinkinase C, kurzlebig wurde, war ein erster 
Hinweis darauf, dass SNAREs mit dem Ubiquitin/Proteasom-System 
möglicherweise interagieren. Der beobachtete Phänotyp konnte mit dem 
zusätzlichen Ausschalten des E2 UBC7 gerettet werden (Lin et al. 2001). Die 
zweite interessante Beobachtung war, dass pkc1-2 Zellen, wenn diese 
restriktiven Temperaturbedingungen ausgesetzt wurden, keine ER-Fusion 
mehr stattfinden konnte (ER-Membran-Fusions-assay). Die Proteinmenge von 
CDC48 und UFE1 war stark reduziert. Lin und Kollegen glauben, dass durch 
den Verlust der Aktivität der Serin/Threonin Proteinkinase-C UFE1 am 
Endoplasmatischen Reticulum preoteasomabhängig abgebaut wird. Die 
vermutete Ubiquitylierung von UFE1, die den proteasomabhängigen Abbau 
bedingt, wurde jedoch nicht gezeigt. 
 Da bisher der Zusammenhang zwischen Ubiquitin und SNAREs nur 
indirekt gezeigt werden konnte, schien es lohnenswert, die Ubiquitin-
Konjugierung von SNAREs selbst zu testen. Es wurden die SNC v-SNAREs 
ausgewählt, die den trans-SNARE Komplex an der Plasmamembran bilden 
(Gerst 1999), und durch die Interaktion mit dem Ubiquitin-Bindeprotein DDI1 
besonders interessant erschienen (Lustgarten et al. 1999).  
 SNC1 und SNC2 sind zu 83% identisch. SNC1/SNC2 verfügen, wie die 
meisten SNAREs, über eine C-terminale Transmembran-Domäne zur 
Verankerung in die Membran und eine N-terminale amphipathische α-helikale 
Region (Aminosäuren 32-85; siehe Abbildung 2-1), die in H1- und H2-Helix 
unterteilt wird. Diese Region kann mit dem Partner-SNARE SSO1 einen 
Coiled-Coil bilden. SNC1/SNC2 besitzen eine hohe Identität mit den 
neuronalen Vamp 1 und Vamp 2 in höheren Eukaronten (siehe Diskussion, 
Abbildung 3-1). Die Doppelmutation snc1 snc2 führt zu einem verlangsamten 
Wachstum bei 26°C und Temperatursensitivität bei über 35 °C (Gurunathan et 
al. 2000). snc1 snc2 Zellen akkumulieren post-Golgi Vesikel (Protopopov et 
al. 1993). Obwohl Vamp 1 und Vamp 2 35 % identisch zu SNC1 und SNC2 
sind, können sie den snc1 snc2 Phänotyp nich komplementieren. Ein 
Austausch der konservierten α-helikalen Region H2 (Aminosäuren 65-82) mit 
der analogen Region von Vamp 2 kann den snc1 snc2 Phänotyp funktionell 









  18 
 
 
                     10                  20                  30                  40 
   - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + 
1  M S S S T P F D P Y A L S E H D E E R P Q N V Q S K S R T A E L Q A E I D D T V  SNC1-Protein 









                     50                  60                  70                  80 
   - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + 
40 G I M R D N I N K V A E R G E R L T S I E D K A D N L A V S A Q G F K R G A N R  SNC1-Protein 
40 G I M R D N I N K V A E R G E R L T S I E D K A D N L A I S A Q G F K R G A N R  SNC2-Protein 
 








                     90                 100                 110              
   - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - - - -  
81 V R K A M W Y K D L K M K M C L A L V I I I L L V V I I V P I A V H F S R  SNC1-Protein 
80 V R K Q M W W K D L K M R M C L F L V V I I L L V V I I V P I V V H F S    SNC2-Protein 
 
     K83  K88 K91 
 
 
Abbildung 2-1: Protein-Sequenzvergleich von SNC1 und SNC2. SNC1 ist mit SNC2 zu 
83% identisch (rot), und besitzt sechs konservierte Lysinreste (gelb). Die Struktur wird durch 




SNC1 und/oder SNC2 sind Teil von zwei verschiedenen Komplexen: An der 
Plasmamembran bildet das SNAP-25 Homologe SEC9 und das t-SNARE 
SSO1 zusammen mit SNC1 oder SNC2 im endozytotischen Vesikel den 
sogenannten trans-SNARE Komplex (Rossi et al. 1997). Das vier-Helix-
Bündel an der Plasmamembran besteht aus jeweils einer Helix vom                           
v-SNARE und vom t-SNARE und zwei α-Helices von SNAP-25 (Fasshauer et 
al. 1998a). Die Interaktion des Bündels ist hydrophob, bis auf eine Stelle in 
der Mitte des Bündels, hier besteht eine Ionenbindung zwischen Argininresten 
und Glutaminresten. Diese Aminosäurenreste sind in allen SNAREs 
konserviert, und sind verantwortlich für die Klassifikation in Q-SNAREs und R-
SNAREs (Fasshauer et al. 1998b). In diesem Komplex befindet sich 
zusätzlich das Chaperon NSF (SEC18 in Hefe) mit dem Chaperon-Aktivator 
α-SNAP (SEC17 in Hefe), die für die Fusion von Vesikel mit der 
Plasmamembran benötigt werden (Brennwald et al. 1994; Rossi et al. 1997).  
 
 
Der zweite Komplex am späten Golgi ist ähnlich aufgebaut. In zellinternen 
SNARE-Komplexen wird das vier-Helix-Bündel durch drei α-Helices eines t-
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Membran spezifischen t-SNAREs TLG1/TLG2 im selben Komplex mit 
SNC1/SNC2 gefunden (Lewis et al. 2002).  
 SNC1 wird durch Palmitoylierung (Couve et al. 1995) und 
Hyperphosphorylierung (Galan et al. 2001; Hettema et al. 2003) modifiziert. 
Inwieweit funktionell zwischen dem Einbau von SNC1 und dem Einbau von 
SNC2 in den trans-SNARE Komplex unterschieden wird, ist unbekannt. 
SNC1/SNC2 besitzen sechs konservierte Lysine, die für eine mögliche 
Ubiquitylierung in Betracht kommen (Abbildung 2-1). 
 
1.2 N-terminal HA/Myc markiertes SNC1/SNC2 sind funktionell  
 
Um SNC1/SNC2 im Western Blot detektieren zu können wurden die 
Promotoren und Leserahmen von SNC1 und SNC2 am 3’-Ende mit der 
Sequenz eines dreifachen HA- oder Myc-Epitops fusioniert (3HA, 3Myc), und 
in Expressionsvektoren kloniert. Dazu wurden chromosomal integrative 
(Yeast Integrative plasmid; YIp) als auch episomale Vektoren (Yeast 
Episomal plasmid; YEp) verwendet. Das Resultat war die Expression eines N-

















Abbildung 2-2: N-terminal Epitop-markiertes SNC1 und SNC2 sind funktionell. Das 
Wachstum (serielle Verdünnungsreihe) von wt Zellen und sec9-4 Zellen, wenn leerer Vektor 
(YEp), unmarkiertes SNC1/SNC2 (YEp-SNC1, YEp-SNC2), und epitpomarkiertes 
SNC1/SNC2 (YEp-3HA-SNC1, YEp-3HA-SNC2; YEp-3Myc-SNC2) in den Zellen vorhanden 




Um physiologisch relevante Ergebnisse zu erhalten, sollte festgestellt werden, 
welche Auswirkung die N-terminale Epitop Markierung auf die Funktion von 
SNC1/SNC2 hatte. Es war bereits bekannt, dass das Wachstum von 
temperatursensitiven snc1 snc2 Doppelmutanten durch die Plasmid-
Expression von N-terminal Epitopmarkiertem HA-SNC1 gerettet werden kann 
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(Gerst 1997). Auch die Expression von YEp-Myc-SNC2 in snc1 snc2 
Doppelmutanten führte zur Rettung des temperatursensitiven Phänotyps von 
snc1 snc2 Mutanten, im Vergleich mit snc1 snc2 Zellen in denen der leere 
Vektor exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt). Um zu überprüfen, ob das N-
terminal markierte SNARE noch in den trans-SNARE Komplex integriert 
werden konnte, wurde die Rettung des Wachstums in sec9-4 Zellen 
untersucht. Diese Methode wurde für die Funktions-Charakterisierung von 
epitopmarkierten SNC1 und SNC2 bevorzugt verwendet.  
 Die Rettung des temperatursensitive Phänotyps von sec9-4 durch die 
Überexpression von SNC1 wurde zuvor schon gezeigt (Couve et al. 1994; 
Couve et al. 1995; Gerst 1997). Es wurden HA-und Myc-Epitop markiertes 
SNC1 und SNC2 mit Hilfe eines chromosomal integrierenden Vektors in den 
isogenen Wildtyp und in den sec9-4 Stamm transformiert. Durch serielle 
Verdünnungsreihen wurde das Wachstum der Zellen überprüft. 
 Es zeigte sich, dass alle N-terminal markierten Versionen der SNAREs 
den temperatursensitiven Phänotyp in sec9-4 Zellen retten konnten 
(Abbildung 2-2). Bei Vergleich der unmarkierten mit den Epitop-markierten 
Proteinen bei 32°C konnte eine minimale Wachstums-Benachteiligung der 
markierten Formen gegenüber der unmarkierten Form beobachtet werden. 
Bei 34° wurde dieser Effekt deutlicher erkennbar. Bei Vergleich des 
Wachstums mit dem isogenen Wildtyp, zeigt sich, dass die Rettung der 
Temperatursensitivität von sec9-4 Zellen durch Überexpression von 
SNC1/SNC2 nicht vollständig ist, da der isogene Wildtyp im Vergleich deutlich 
schneller wuchs als der sec9-4 Stamm. Insgesamt kann also festgestellt 
werden, dass die endogene Expression von N-terminal markierten 
SNC1/SNC2 die physiologische Situation in Wildtyp Zellen widerspiegelt. 
 
1.3 SNC1/SNC2 wird mit Ubiquitin modifiziert 
 
Schon erste vorhergehende Experimente zeigten, dass HA-SNC1 nicht als 
einzelne Bande im SDS-Page Gel gefunden wurde, sondern zusätzlich zur 21 
kDa Bande eine 30 kDa große Bande identifiziert werden konnte. Ob diese 
Bande einer ubiquitylierten Spezies von SNC1 entsprach, wurde durch HA-
Epitop-markiertes SNC1 und SNC2 in Zellen in denen Ubiquitin oder Myc-
Ubiquitin exprimiert wurde, überprüft. 
 In diesen Experimenten konnte man, durch Vergleich der 
ubiquitylierten Spezies mit den Myc-ubiquitylierten Spezies, erkennen, dass 
SNC1 und SNC2 kovalent mit Ubiquitin beziehungsweise mit Myc-Ubiquitin 
verknüpft war. In Zellen, die HA-SNC1 oder HA-SNC2, das vom endogenen 
Promotor aus exprimiert wurden, war der Anteil der ubiquitylierten Form eher 
gering (Abbildung 2-3A; HA-SNC1 nicht gezeigt), wurde das SNARE in den 
Zellen überexprimiert (Abbildung 2-3B), so nahm nicht nur der Anteil des 
Proteins zu, sondern auch der Grad der Ubiquitylierung zu (Abbildung 2-3B; 
HA-SNC2 nicht gezeigt). Zwei Ubiquitin-Banden waren deutlich erkennbar; 
durch längere Exponierung des Blots konnten vier Banden identifiziert 
werden, die multiubiquityliertem SNC1 entsprachen. Die Unterscheidung, ob 
die Ubiquitylierung an verschiedenen Lysinen oder an einem Lysin als 
verlängerte Ubiquitin-Kette erfolgt, ist mit dieser Methode jedoch nicht 
möglich.  
Ergebnisse 
































Abbildung 2-3: Die v-SNAREs SNC1 und SNC2 werden ubiquityliert. A. Vergleich der 
Expression (vom endogenen Promotor aus) von N-terminal 3HA-Epitop markiertem SNC2 mit 
gleichzeitiger Expression von mit CuSO4 induzierbarem Ubiquitin (Ubi) und Myc-Ubiquitin 
(Myc-Ubi). Die unterschiedlichen Stämme wurden mit oder ohne Zugabe von CuSO4 
verglichen. B. Vergleich der Überexpression (Induktion durch Galaktose) von N-terminal 
3HA-Epitop markiertem SNC1 mit gleichzeitger Expression von mit CuSO4 induzierbarem 
Ubiquitin (Ubi) und Myc-Ubiquitin (Myc-Ubi). Die Stämme wurden mit oder ohne Zugabe von 
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1.4 SNC2 wird am Lysin-63 ubiquityliert 
 
Zur Auffindung der für die Ubiquitin-Konjugation relevanten Lysine, wurde 
eine Punktmutagenese in SNC1 und SNC2 durchgeführt, dass zum 
Austausch eines Lysins durch Arginin führte. Es wurden die sechs Lysine 
berücksichtigt, die in SNC1 und SNC2 konserviert sind: Lysin-49, Lysin-63, 
Lysin-75, Lysin-83, Lysin-88 und Lysin-91. Die ersten drei Lysine befinden 
sich in der Coiled-Coil Region, die letzten drei Lysine im „Genick“ zwischen 
der Coiled-Coil Region und der C-terminalen Transmembran-Domäne.  
 Es wurden Stämme konstruiert, in denen jeweils ein, zwei, drei oder 
vier Lysine mutiert waren. Um die ubiquitylierten Banden von den Hintergrund 
Banden unterscheiden zu können, wurden jeweils Ubiquitin und Myc-Ubiquitin 
induziert und nebeneinander auf dem Gel aufgetragen. 
 Keine der Lysin-zu-Arginin Einzelmutanten von den oben 
angegebenen Lysinen führten zum vollständigen Verlust der 
monoubiquitylierten Spezies sowohl in SNC1 als auch in SNC2. In SNC2-
K63R Mutanten, in denen das Lysin an der Stelle 63 durch Arginin ersetzt 
worden war, war die diubiquitylierte Spezies sowohl in Stämmen die HA-
SNC2-K63R chromosomal unter endogener Promotorregulation exprimierten 
(Abbildung 2-4A), als auch in Stämmen die HA-SNC2-K63R durch einen Gal-
Promotor überexprimierten (Abbildung 2-4B), deutlich reduziert. Die 
Reduktion der diubiquitylierten Spezies in den SNC2-K63R Mutanten, läßt 
den Schluß zu, dass das Lysin-63 eine wichtige Stelle für die Ubiquitylierung 
darstellt. Die marginal verbleibende Diubiquitylierung von HA-SNC2-K63R 
kann zwei Gründe haben: Erstens, K63R ist die einzige Ubiquitylierungsstelle; 
wenn K63R im Protein nicht verfügbar ist, dann kann eine alternative Lysin 
Stelle benutzt werden. Die verbleibende mono- und diubiquitylierte Spezies ist 
Resultat der Benutzung eines alternativen Lysins. Zweitens, eine zweite 
physiologisch relevante Ubiquitylierungsstelle wird ubiquityliert und steht mit 
der Lysin-63 Ubiquitylierung in Beziehung, das die reduzierte 
Monoubiquitylierung in K63R Mutanten erklärt. 
 Es wurde getestet, welches der verbleibenden Lysine für eine mögliche 
zweite Ubiquitylierungsstelle in Betracht kommen könnte. In HA-SNC2-K63R 
K88R Doppelmutanten und in HA-SNC2-K63R K83R K88R Tripelmutanten ist 
das Erscheinen der mono- und diqubiquitylierten Spezies, wie in HA-SNC2 
K63R Mutanten, stark reduziert (Abbildung 2-4B). Da der Verlust der 
Ubiquitylierung in den Doppel- und Tripelmutanten gegenüber der K63R-
Einzelmutante nicht verstärkt ist, kann man daraus schließen, dass die Lysin-
83 und Lysin-88 Stelle keinen Einfluß auf den Ubiquitylierungsgrad von SNC2 
zu haben scheint. In HA-SNC1 exprimierenden Zellen war die mono- und 
diubiquitylierte Spezies von SNC1 sehr gering, schien jedoch in allen 
getesteten Einzelmutanten als auch in der HA-SNC1-K63R K88R 
Doppelmutanten und in der HA-SNC1-K63R K83R K88R Tripelmutanten 
vorhanden zu sein. Aufgrund der schwachen Detektion der diubiquitylierten 
Spezies von HA-SNC1 ist eine eindeutige Interpretation nicht möglich 
(Abbildung 2-4B). Der Vergleich der Tripelmutanten von HA-SNC2-K63R 
K83R K88R und HA-SNC1-K63R K83R K88R zeigt, dass beide Mutanten 
noch ubiquityliert werden. Die Lysin-zu-Arginin Mutagenese von K63R, K83R 
und K88R reicht nicht aus, um die Ubiquitylierung von SNC1 und SNC2 
Ergebnisse 
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vollständig zu verhindern. Lysin-49 und Lysin-75 sind mögliche Kandidaten, 
an der eine zusätzliche Ubiquitylierung stattfinden könnte. Unter dem 
endogenen Promotor konnte SNC1-K49R im Vergleich zu den anderen 
Mutanten nur mit sehr geringem Anteil detektiert werden. Die Detektion von 
SNC1-K75R Protein, vom endogenen Promotor aus exprimiert, war 
vergleichbar mit den anderen Mutanten, in überexprimierenden Vektoren aber 
kaum detektierbar. Erklärung dafür könnte eine reduzierte Expression oder 
ein erhöhter Abbau dieser Mutanten Proteine sein. Der physiologische Grund 
für dieses Verhalten von K49R und K75R Mutanten ist unbekannt. 
Ergebnisse 


































Abbildung 2-4: SNC2 wird am Lysin-63 ubiquityliert. A. Vergleich des Einbaus von 
Ubiquitin (U) und myc-Ubiquitin (mU) in Zellen, die 6HA-SNC2 und 6HA-SNC2(K63R) vom 
endogenen Promotor aus exprimieren. B. Vergleich des Einbaus von Ubiquitin von 
6HA-SNC2 und 3HA-SNC1 Lysin-zu-Arginin Mutanten, unter der Kontrolle des Galaktose 
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1.5 SNC1/SNC2 wird oligoubiquityliert 
 
Für Membranproteine, die ubiquitinabhängig endozytiert werden, wurden 
kurze Ubiquitinketten aus zwei Ubiquitinen identifiziert, die über das Lysin-63 
des ersten Ubiquitins verknüpft sind (Galan et al. 1997). Um zu testen, ob 
auch SNC1/SNC2 durch Lysin-63 verknüpfte Ketten modifiziert sind, wurde 
HA-SNC1 und HA-SNC2 in einem Stamm exprimiert, der nur die mutante 
Form von Ubiquitin (ubi-K63R) exprimieren, und deshalb keine K63-
verknüpften Ketten mehr synthetisieren kann (Spence et al. 1995). Die 
Expression wurde im DF5 Wildtyp Stamm und isogenen Wildtypstamm von 





















Abbildung 2-5: Die Ubiquitylierung von SNC1/SNC2 erfolgt nicht durch Lysin-63 
vernetzte Ketten. A. Vergleich der Expression von HA-SNC1, das vom endogenen Promotor 
aus exprimiert wird, im isogenen Wildtyp und der ubi-K63R-Mutante. B. Vergleich der 
Überexpression von Wildtyp HA-SNC1 und Wildtyp HA-SNC2 in DF5, im isogenen Wildtyp 
von ubi-K63R, und in ubi-K63R. 
 
Es zeigte sich, dass im ubi-K63R SNC1 und SNC2 mono- und diubiquityliert 
waren (Abbildung 2-5). Auffällig war, dass im isogenen Wildtypstamm, die 
Ubiquitylierung geringer war als im DF5 Wildtypstamm (Abbildung 2-5B); in 
Zellen die HA-SNC1 chromosomal exprimierten, war nur die nicht-konjugierte 
Form von SNC1 erkennbar (Abbildung 2-5A). Grund dafür könnten die 
unterschiedliche Ubiquitinlevels in diesen Stämmen sein, die möglicherweise 
die Ubiquitylierung von SNC1 und SNC2 beeinflußen.  
 Da die diubiquitylierte Spezies von SNC1 und SNC2 im ubiK63R nicht 
verschwindet, kann angenommen werden, dass die Vernetzung des ersten 
Ubiquitin zum zweiten Ubiquitin nicht über das ubiquitininterne Lysin-63 
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kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Da im vorhergehenden 
Experiment die Mutation des SNAREs an einem internen Lysin dafür 
verantwortlich war, dass das diubiquitylierte SNC2 stark reduziert war, 
monoubiquityliertes SNC2 nur gering reduziert war, ist es jedoch 
wahrscheinlicher, dass das Plasmamembran v-SNARE nicht durch 
Ubiquitinketten modifiziert wird, sondern die Ubiquitin-Modifikation an 
mehreren SNARE-internen Lysinen erfolgt. 
 
1.6 Die Ubiquitylierung von SNC1 ist abhängig von RSP5  
 
Für die Identifizierung der Funktion der Ubiquitylierung von neuen Substraten 
ist es hilfreich, wenn die an der Ubiquitylierungsreaktion beteiligten Enzyme 
bekannt sind. RSP5 dient als Ligase für die Ubiquitylierung von 
Plasmamembran-Proteinen. Es schien daher möglich, dass SNC1/SNC2 
ebenfalls RSP5 abhängig ubiquityliert wird. Der trans-SNARE Komplex wird 
nach der Membranfusion in einen cis-SNARE Komplex umgewandelt, in dem 
die SNAREs als Homodimere, v-v SNAREs und t-t SNAREs, in der 
Plasmamembran vorliegen. Die Auflösung des cis-SNARE Komplexe könnte 
durch Ubiquitin-Bindefaktoren ausgelöst werden, die das ubiquitylierte 
SNARE erkennen, und dem disassemblierenden Komplex zuführen. Ein 
ähnliches Szenario wurde für den Transkriptionsfaktor SPT23 beschrieben, 
der in der ER-Membran als Dimer vorliegt. Hier führt die RSP5 abhängige 
Ubiquitylierung zur Erkennung durch den Ubiquitin-bindenden CDC48UFD1/NPL4 
Disassemblierungsfaktor (Rape et al. 2001).  
 rsp5-1 ist eine konditional letale Mutante von RSP5, in der das Leucin-
733, das sich in der HECT-Domäne befindet, durch ein Serin ersetzt ist. rsp5-
2 ist eine konditionale Mutante von RSP5, die als Suppressor eines Spleißing-















Abbildung 2-6: Für die Ubiquitylierung von SNC1 wird funktionelles RSP5 benötigt. 
Immunpräzipitation von HA-SNC1 aus wt Zellen, rsp5-1 Zellen und rsp5-2 Zellen in denen 
Ubiquitin (U) und myc-Ubiquitin (mU) exprimiert wurde. υ neu entstandene Banden. 
 
HA-SNC1, das unter Kontrolle des endogenen Promotors stand, wurde 
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unter restriktiven Bedingungen exprimiert und immunpräzipitiert. Im Vergleich 
zu Wildtyp-Zellen konnte keine Ubiquitylierung in rsp5-1 und in rsp5-2 
mutanten Zellen festgestellt werden (Abbildung 2-6). Stattdessen traten in 
beiden Mutanten zwei neue Banden auf, die nicht mit der ubiquitylierten 
Spezies in Wildtyp-Zellen übereinstimmten. Daraus läßt sich schließen, dass 
RSP5 die Ubiquitylierung von SNC1 katalysiert. Bei den neuen 
akkumulierenden Banden könnte es sich um bereits für SNC1 bekannte 
Modifizierungen handeln. Hyperphosphorylierung oder Palmitoylierung kann 
durch die Inhibierung der Ubiquitylierungsreaktion, verstärkt auftreten.  
 
2. Ubiquitylierung ist ein Signal für Lokalisierung 
 
2.1 Die Bildung des trans-SNARE Komplexes wird durch die 
Modifikation am Lysin-63 nicht beeinflußt 
 
Der trans-SNARE Komplex, der zwischen Vesikel und Plasmamembran 
gebildet wird, besteht aus dem SNAP-25 Homologen SEC9, dem t-SNARE-
SSO1, dem v-SNARE SNC1 und dem α-SNAP SEC17 im Verhältnis 1:1:1:3 
(Rossi et al. 1997). In vitro besitzt der hetero-oligomere Komplex SSO1-SEC9 
eine besonders hohe Affinität zu SNC1, während die Proteine für sich allein 
keine Bindungsaffinität zu SNC1 besitzen (Rossi et al. 1997). Die Regulation 
und Formierung des SSO1-SEC9 Komplexes scheint daher für die 
Membranfusion wichtig zu sein.  
 SNC1 oder SNC2 sind Suppressoren der temperatursensitiven 
Mutante sec9-4 (Couve et al. 1994). Die Mutation am Glycin-458 in sec9-4 
befindet sich zwischen zwei Coiled-Coils, und ist in allen SNAP-25 
Homologen konserviert ist (Novick et al. 1980; Brennwald et al. 1994). Es 
konnte gezeigt werden, dass in sec9-4 Zellen der Komplex zwischen SEC9 
und SSO1 nicht mehr gebildet werden kann. SNC1 kann diesen Komplex in 









Abbildung 2-7: SNC2-K63/88R wird in den trans-SNARE Komplex eingebaut. Das 
Wachstum (serielle Verdünnungsreihe) von sec9-4 Zellen in Anwesenheit von leerem Vektor 
(Yeast Episomal plasmid; YEp), Wildtyp-SNC2 (YEp-SNC2) und SNC2-K63/88R (YEp-
SNC2-K63/88R) wurde miteinander verglichen. 
 
Um festzustellen, ob die identifizierte Ubiquitinierungsstelle am Lysin-63 von 
SNC2 einen Einfluß auf die genetische Beziehung von SNC2 und SEC9 
hatte, wurde SNC2 und SNC2-K63R (beziehungsweise SNC2-K63/88R) in 
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sec9-4 Zellen überexprimiert, und das Wachstum der Zellen unter restriktiven 
Bedingungen überprüft. 
 Es zeigte sich, dass die Suppression des sec9-4 Phänotyps durch 
Wildtyp SNC2 und SNC2-K63R Mutante gleich gut erfolgte (Abbildung 2-7). 
Man kann daraus schließen, dass die Substitution des Lysin-63 durch Arginin 
die Faltung des Proteins nicht beeinträchtigt, und SNC2-K63R an der 
Plasmamembran als Teil des trans-SNARE Komplexes lokalisiert. Die 
Ubiquitylierung von SNC2 am Lysin-63 besitzt daher anscheinend keine 
Bedeutung für die Bildung des trans-SNARE Komplexes. 
 
2.2 SNC2 ist ein langlebiges Protein 
 
Um den mögliche Proteasom-abhängigen Abbau von SNC2 festzustellen, 
wurde HA-Epitop markiertes SNC2 in Wildtyp Zellen und in den pre1-1 und 
cim3-1 Proteasom-Mutanten überexprimiert, durch Cycloheximid die 
Proteintranslation gestoppt, und die Proteinmenge von SNC2 zeitlich verfolgt. 
Die proteasomale pre1-1 Mutante trägt eine Mutation in einer strukurellen β-
Untereinheit des 20S-Proteasoms und stabilisiert die Modellsubstrate 
Ubiquitin-Pro-β-gal, Leu-β-gal und Arg-β-gal. RPT6 ist eine ATPase-
Untereinheit des Proteasoms; in einer konditional lethalen Mutante  von 
RPT6, cim3-1, werden unter restriktiven Temperaturbedingungen Ubiquitin-
Pro-β-gal, aber nicht Leu-β-gal und Arg-β-gal stabilisiert. cim3-1 ist eine 













Abbildung 2-8: SNC1/SNC2 wird teilweise Proteasom-abhängig abgebaut. Cycloheximid 
Abschaltungs-Experiment zur Bestimmung der Abbaurate von HA-SNC2 in wt, pre1-1 und 
cim3-1. HA-SNC2 wurde chromosomal, vom endogenen Promoter aus exprimiert. Gesamt-
Protein-Extrakt wurden 0, 1, 2 und 3 Stunden nach Zugabe von Cycloheximid präpariert. 
αDPM1=Ladekontrolle. 
 
 Es zeigte sich, dass das getestete SNARE SNC2 eine sehr lange 
Halbwertszeit von zwei bis drei Stunden in Wildtypzellen besitzen. In der 
pre1-1 Mutante schien das Protein ganz leicht stabilisiert zu werden. In cim-3-
1 Mutanten verhielt es sich ähnlich (Abbildung 2-8). Die Beteiligung des 
Proteasoms am Abbau von SNC2 kann daher nicht ausgeschlossen werden. 
Die Stabilisierung von SNC2 in pre1-1 und cim3-1, die drei Stunden nach 
Zugabe von Cycloheximid gefunden wurde, kann jedoch auf unspezifische 
Effekte duch die Hemmung der Proteinbiosynthese zurückgeführt werden. Da 
B 
 
        wt                pre1-1           cim3-1 
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es sich mit SNC2 um ein relativ stabiles Protein zu handeln scheint, wird 
angenommen, dass das Proteasom für die Regulation der SNAREs SNC2 
eine untergeordnete Rolle spielt.  
 
2.3 Lokalisation von GFP-SNC1 deuten auf Regulation durch die 
Vakuole 
 
Es gibt in der Literatur zahlreiche Beispiele von ubiquitylierten 
Plasmamembran-Proteinen, die durch Endozytose an die Vakuole gelangen, 
und dadurch über Abbau durch vakuoläre Proteasen reguliert werden (siehe 
Einleitung). Um zu testen, ob SNC1/SNC2 durch Abbau in der Vakuole 
reguliert wird, wurde die Lokalisation mit N-terminal GFP markiertem SNC1 














Abbildung 2-9: GFP-SNC1 lokalisiert an der Plasmamembran und in der Vakuole. A. 
Floureszenzmikroskopie mit überexprimiertem GFP-SNC1 B. Floureszenzmikroskopie mit 
chromosomal exprimierendem GFP-SNC1 in Wildtyp Zellen. 
 
 Die Lokalisation von GFP-SNC1 an der Plasmamembran war in beiden 
Stämmen weitgehend übereinstimmend. GFP-SNC1 lokalisiert bevorzugt in 
der Plasmamembran der Tochterzellen. In den Mutterzellen wird SNC1 vor 
allem im Lumen der Vakuole gefunden. Eine möglich Erklärung für die 
Akkumulation von GFP-SNC1 im Vakuolen-Lumen, könnte das Überangebot 
von Substrat und die limitierende Menge an vakuolären Proteasen sein 
(Abbildung 2-9A). Wenn physiologische Mengen SNC1 exprimiert werden, 
sind die mit der Vakuolenmembran verschmelzenden Vesikel sichtbar 
(Abbildung 2-9B). 
 
2.4 Ubiquityliertes SNC1 befindet sich an der Plasmamembran  
 
Um festzustellen in welchem Kompartiment die Ubiquitylierung von SNC1 
stattfindet, wurde die Lokalisation von GFP-SNC1 in verschiedenen Mutanten, 
die den Transportweg vom ER zur Plasmamembran blockieren, untersucht 
(Abbildung 2-10). Gleichzeitig wurde der Ubiquitylierungsgrad von SNC1, in 
A B 
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manchen Fällen zusätzlich von SNC2, bestimmt. Für die Blockierung des 
Transportweges vom ER zu Golgi wurden die temperatursensitiven Allele 
sec17-1 und sec18-1 ausgewählt. SEC17 ist das Hefehomologe von α-SNAP 
(soluble NSF attachment protein) und bekannt als Aktivator von SEC18/NSF. 
Da SEC18/NSF sowohl für homotypische als auch heterotypische 
Membranfusion essentiell ist, sollte die Expression von SNC1 in der sec17-1 
und sec18-1 Mutante zum Block des Vesikelflußes und zur Akkumulation im 
ER führen.  
 Für die Hemmung des Vesikelflußes zwischen Golgi und Endosomen 
wurden Stämme, die das temperatursensitive Allel sed5-1 trugen, verwendet. 
SED5 ist ein Syntaxin homologes t-SNARE, befindet sich im cis-Golgi, und 
wird für den Transport von ER zum Golgi benötigt (Cao et al. 1998). SEC1 ist 
ein SNARE-Bindeprotein, das für die Exozytose essentiell ist. In sec1-1 
Mutanten können verschiedene Proteine nicht mehr an die Zelloberfläche 




















Abbildung 2-10: Mutanten die den Vesikel-Transport vom ER zur Plasmamembran 
blockieren. sec17-1, sec18-1, sec1-1 sind temperatursensitive Mutanten. end3 und end4 
sind Deletions-Mutanten. Zellkern (N), Endoplasmatisches Reticulum (ER), Golgi (G), 
Endosom (E), multivesikulärer Körper (MVB), Vakuole (V). 
 
 Um die Endozytose zu hemmen, wurden end3 und end4 Mutanten 
verwendet. END3 wird für die Internalisierung von einer Reihe von 
Membranproteinen benötigt (Raths et al. 1993; Munn et al. 1994), außerdem 
ist END3 an der Organisation von Actinfilamenten (Benedetti et al. 1994), und 
der Organisation und Biogenese der Zellwand beteiligt (Tang et al. 2000). 
END4 ist eine strukturelle Komponente des Aktinzytoskeletts (Holtzman et al. 
1993). 
 In sec17-1 und sec18-1 Mutanten akkumulierte GFP-SNC1 bei 
restriktiver Temperatur im ER (Abbildung 2-11A), in sed5-1 Mutanten in Golgi-
Vesikeln (Abbildung 2-12A), in sec1-1 Mutanten in Endosomen (Abbildung 2-
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zeigte, dass die Blockierung des Vesikeltransports vollständig erfolgte. Unter 
denselben Bedingungen wurde HA-SNC1, in manchen Fällen HA-SNC2, 
zusammen mit Ubiquitin und Myc-Ubiquitin in den verschiedenen Stämmen 
exprimiert.  
 Es zeigte sich, dass SNC1 im ER (Abbildung 2-11B,C), im Golgi 
(Abbildung 2-12B) und in sekretorischen Endosomen (Abbildung 2-13B) nicht 
ubiquityliert war. In end3 und end4 Mutanten führte die Akkumulation von 
GFP-SNC1 an der Plasmamembran zur Akkumulation oligoubiquitylierter 
Spezies (Abbildung 2-14B). In sed5-1 Mutanten verhielt sich SNC2 gleich wie 
SNC1 (Abbildung 2-12B) 
 SNC1 wird offensichtlich an der Plasmamembran durch Ubiquitin 
modifiziert. Das Signal für GFP-SNC1 in end3 und end4 Mutanten hat im 
Vergleich zu Wildtypzellen eine vielfach höhere Intensität, zugleich wird kein 
Signal im Lumen der Vakuole sichtbar. Dieses Phänomen ist durch die 
Tatsache erklärbar, dass in end3 und end4 Mutanten keine endosomale 
Vesikelbildung mehr stattfinden kann. Es ist möglich, dass die Ubiquitylierung 
von SNC1 an der Plasmamembran, ähnlich wie in STE2, als Endozytose 
Signal dient. Lysin Mutanten, die nicht mehr ubiquityliert werden, müßten in 
diesem Fall an der Plasmamembran akkumulieren. 
 Die primäre Funktion des SNAREs SNC1/SNC2 ist die Bildung eines 
trans-SNARE Komplexes, die zur Membranfusion zwischen Vesikel und 
Plasmamembran führt. Hier wurde gezeigt, dass das SNC1 SNARE an der 
Plasmamembran ubiquityliert ist. Während der Sekretion von SNC1 zur 
Plasmamembran findet keine Ubiquitylierung statt. Daraus läßt sich ableiten, 
dass zum Zeitpunkt der Bildung des trans-SNARE Komplexes, also wenn das 
v-SNARE noch in der Vesikelmembran verankert ist, SNC1 nicht ubiquityliert 
wird, und daher für die Membranfusion selbst nicht benötigt wird. Die 
Ubiquitylierung tritt erst zu einem späteren Zeitpunkt auf, wenn das SNARE in 
der cis-Konfiguration an der Plasmamembran vorliegt. Es ist möglich, dass 
die Ubiquitylierung für die Auflösung der cis-SNARE Moleküle in der 
Plasmamembran benötigt wird. 
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Abbildung 2-11: In sec17-1 und sec18-1 Zellen akkumulieren nicht-ubiquityliertes 
SNC1 im ER. A. Lokalisation von GFP-SNC1 in sec17-1 und sec18-1 Stämmen, die bei 
permissiver und restrikiver Temperatur gezüchtet wurden. B. Gesamtprotein mit 
überexprimiertem HA-SNC1; Vergleich des Einbaus von Ubiquitin (U) und myc-Ubiquitin 
(mU) unter permissiven (RT) und restriktiven (37°C) Bedingungen in sec17-1 und sec18-1. C. 
Gesamtprotein mit überexprimiertem HA-SNC1; Vergleich des Einbaus von Ubiquitin (U) und 
myc-Ubiquitin (mU) bei 30°C und 37°C in sec18-1 im Vergleich mit wt. 
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    sec17-1/ 37°C    sec18-1/ 37°C 
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U     mU    U    mU   U    mU    U    mU 
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 RT        37°C        RT        37°C      
       U     mU   U    mU    U    mU    U   mU 
   30°C       37°C      30°C      37°C 
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Abbildung 2-12: In sed5-1 Zellen akkumuliert nicht-ubiquityliertes SNC1 in Golgi 
Vesikeln. A. Lokalisation von GFP-SNC1 in sed5-1 Stämmen, die bei restrikiver Temperatur 
gezüchtet wurden, im Vergleich mit Wildtyp-Stamm B. Gesamtprotein mit überexprimiertem 
HA-SNC1 und HA-SNC2 in sed5-1; Vergleich des Einbaus von Ubiquitin (U) und myc-














Abbildung 2-13: In sec1-1 Zellen akkumuliert nicht-ubiquityliertes SNC1 in frühen 
Endosomen. A. Lokalisation von GFP-SNC1 in sec1-1 Stämmen, die bei restrikiver 
Temperatur gezüchtet wurden, im Vergleich mit Wildtyp-Stamm B. Gesamtprotein mit 
überexprimiertem HA-SNC1 in sec1-1; Vergleich des Einbaus von Ubiquitin (U) unter 
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Abbildung 2-14: In end3 und end4 Zellen akkumuliert multiubiquityliertes SNC1 an der 
Plasmamembran. A. Lokalisation von GFP-SNC1 in end3 und end4 Stämmen im Vergleich 
mit Wildtyp-Stamm B. Gesamtprotein mit überexprimiertem HA-SNC1 in end3 und end4 mit 
überexprimiertem HA-SNC1 bei RT und 37°C. 
 
2.5 Für die Lokalisierung von SNC1 in die Plasmamembran ist 
funktionelles RSP5 notwendig 
 
In rsp5-1 und rsp5-2 wird SNC1/SNC2 nicht mehr ubiquityliert (siehe 
Abschnitt 1.6). Es sollte die Lokalisation in rsp5-1 unter permissiven und 
restriktiven Temperaturbedingungen untersucht werden. Dazu wurde GFP-
SNC1 wurde in rsp5-1 exprimiert, und die Lokalisation mikroskopisch 
bestimmt. GFP-SNC1 lokalisierte unter permissiven Bedingungen in der 
Plasmamembran und im Vakuolenlumen, wie bereits aus Wildtypzellen 
bekannt. In rsp5-1 Zellen, die bei 37°C kultiviert wurden, war das Protein nicht 
mehr an der Plasmamembran und im Lumen der Vakuole lokalisiert. Das 
Protein war punktförmig in Aggregaten in unmittelbarer Nähe der 
Plasmamembran verteilt (Abbildung 2-15).  
 Es stellt sich die Frage, wie diese SNARE-Aggregate an der 
Plasmamembran zustande kommen können. Unter Annahme, dass der 
endozytotische Weg durch eine rsp5-1 Mutation betroffen ist, läßt die 
Lokalisation von oligoubiquityliertem SNC1 in end3 und end4 Mutanten den 
Schluß zu, dass die fehlende Ubiquitylierung des SNAREs dazu führt, dass 
die cis-SNARE Aggregate an der Plasmamembran nicht mehr aufgelöst 
werden können. Die beobachteten Aggregate in rsp5-1 können darauf 
end3      end4 
RT  37°C   RT    37°C 
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hinweisen, dass die Ubiquitylierung als Erkennungssignal dienen könnte, um 
zu den Stellen, an der endozytotische Vesikelbildung stattfindet, sortiert zu 














Abbildung 2-15: Nicht-ubiquityliertes SNC1 lokalisiert in Vesikeln nahe der 
Plasmamembran. Lokalisation von GFP-SNC1 in rsp5-1 Mutanten unter permissiven (RT) 
und restriktiven (37°C) Temperaturbedingungen. 
 
2.6 SNC1-K63R lokalisiert in der Vakuolenmembran 
 
Um die in Abschnitt 1.4 bestimmte Ubiquitylierungsstelle von SNC2 am 
Lysin-63 näher zu charakterisieren, sollte die Frage beantwortet werden, ob 
sich hinsichtlich der Lokalisation des SNAREs eine Veränderung ergibt. In 
einem unabhängigen Experiment, bei dem neue Ubiquitin-Konjugate 
identifiziert werden sollten, konnte SNC1 und SNC2 durch 
Massenspektroskopie identifiziert werden. Zugleich wurde auch für beide 
Proteine das Lysin-63 als Ubiquitylierungsstelle identifiziert (Peng et al. 2003). 
Es ist daher wahrscheinlich, dass eine mögliche Lokalisationsänderung von 
SNC1-K63R auch in SNC2-K63R eintritt. Die Lokalisations-Experimente 
wurden mit GFP-SNC1 durchgeführt. 
 Durch Mutagenese des 2µ Plasmids pRS-416-GFP-SNC1 
(Lewis et al. 2000) entstand das Plasmid pRS-416-GFP-SNC1-K63R. Die 
Plasmide wurden in den Wildtypstamm transformiert und die Lokalisation von 
GFP-SNC1 Wildtyp und GFP-SNC1-K63R miteinander verglichen.  
 Es zeigte sich, dass das Wildtyp-Protein in der Plasmamembran und 
der Vakuole zu finden war. GFP-SNC1-K63R wurde zwar noch in die 
Plasmamembran lokalisiert, nicht aber ins Lumen der Vakuole. Stattdessen 
wurde ein Ring um die Vakuole sichtbar, vermutlich die Vakuolenmembran 
(Abbildung 2-16).  
 Die Lys-63 Stelle, und die Ubiquitylierung am Lysin-63, scheint für den 
Eintritt in das Lumen der Vakuole von Bedeutung zu sein. Hinweise, dass 
Ubiquitin für den Eintritt in das Lumen der Vakuole wichtig ist, konnte schon 
zuvor gezeigt werden. Ein SNC1-Fusionsproteins, das durch eine 
Leserahmenfusion N-terminal mit Ubiquitin kovalent verknüpft war, 
lokalisierte, im Gegensatz zum Wildtyp-Protein SNC1, das sich an der 
Plasmamembran und in das Lumen der Vakuole befand, ausschließlich im 
 
 
             rsp5-1/RT                         rsp5-1/37° 
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Lumen der Vakuole, nicht aber an der Plasmamembran (Reggiori et al. 2002).
  
 Es ist bereits bekannt, dass Ubiquitylierung von endosomalen 
Membranproteinen als positives Signal für den Transport über multivesikuläre 
Kompartimente (MVB) zur Vakuole dient (Katzmann et al. 2001; Reggiori et 
al. 2001; Urbanowski et al. 2001). Dabei werden die ubiquitylierten Substrate 
von VPS-Proteinen erkannt, darauf folgend in das intralumenale MVB Vesikel 
invaginiert, zuletzt das MVB Vesikel mit der Vakuolenmembran fusioniert und 
damit die eingeschlossenen Vesikel in das Lumen der Vakuole entlassen 
(Katzmann et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass in der vps4-Mutante, 
die die Sortierung in MVB Vesikel inhibiert, die Lokalisation von SNC1 in 
keiner Weise beeinträchtigt ist (Lewis et al.). Daraus wurde gefolgert, dass 

















Abbildung 2-16: Für die Lokalisation von SNC1 in die Vakuole ist die Ubiquitylierung 




Um zu testen, ob der Austausch weiterer Lysine mit Arginin in SNC1 zu einer 
Lokalisationsänderung führen, wurden diese mit GFP-SNC1 getestet. Zuvor 
wurde schon gezeigt, dass Lysin-83 und Lysin-88 als Ubiquitylierungsstellen 
nicht verwendet werden (Abbildung 2-4B). Hier konnte zusätzlich gezeigt 
werden, dass Lysin-83 und Lysin-88 auch die Lokalisation von SNC1 nicht 
beeinflußen (Abbildung 2-17A,B). Die Doppelmutante SNC1-K63R K88R und 
die Vierfachmutante SNC1-K63R K83R K88R K91R hingegen akkumulieren, 
wie zuvor schon für die Einzelmutante SNC1-K63R gezeigt, einen Teil des 
Proteins ringförmig, in der Mebran, die vermutlich der Vakuolenmembran 
entspricht (Abbildung 2-17C,D).  
 Es bleibt zu klären, ob Lysin-49 oder Lysin-75 einen Einfluß auf die 
Lokalisation von SNC1 haben. Da in SNC2-K63R Mutanten die diubiquitylierte 
Spezies von SNC2 stark reduziert ist, die monoubiquitylierte Spezies deutlich 
vorhanden ist, scheint Lysin-63 nicht die einzige Ubiquitylierungsstelle zu sein 
(Abbildung 2-4A). Es ist möglich, dass die zweite Ubiquitylierung am Lysin-49 
oder Lysin-75 erfolgt. Wenn diese Ubiquitylierungsstelle für die Sortierung von 
                    SNC1                                   SNC1-K63R 
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der Plasmamembran in endozytotische Vesikel benötigt wird, könnte dies zu 
einer Akkumulation an der Plasmamembran, ähnlich wie sie in rsp5-1 

































Abbildung 2-17: Die Lysin-63 Funktion ist konserviert. Lokalisation von GFP-
SNC1(K88R), GFP-SNC1(K83R), GFP-SNC1(K63R K88R) und GFP-SNC1(K63R K83R 






2.7 Membranfraktionierung von SNC1 
 
Um festzustellen inwieweit sich unterschiedlich modifizierten Spezies von 
SNC1, und eine zuvor beobachtete verkürzte Form von SNC1 (SNC1ΔTM) 
(Abbildung 2-18), in ihrer Membranlöslichkeit unterscheiden, wurde die 
           SNC1-K83R                               SNC1-K88R 
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Membranfraktion aus Zellen, die HA-SNC1 chromosomal, vom endogenen 
Promotor aus exprimierten, isoliert, und durch die Detergenzien SDS und 
Triton der Proteinanteil aus der Membran gelöst. SNC1 kann durch Inkubation 
mit 1 % Triton und 0,1 % SDS beinahe vollständig aus der Membran gelöst 
werden. Ubiquityliertes SNC1 war in gleichem Maße löslich wie nicht-
ubiquityliertes SNC1 (Abbildung 2-18A). Die sequentielle 
Membranfraktionierung durch 13000 g und 20000 g zeigte, dass die verkürzte 
Form von SNC1 ohne die Transmembran-Domäne im 13000 g Überstand 
angereichert war, nicht aber im 13000 g Pellet, in der der Großteil von SNC1 
fraktioniert wurde (Abbildung 2-18B). Daraus kann man ablesen, dass sich die 
verkürzte Form HA-SNC1ΔTM zwar membrangebunden ist, jedoch sich eher 




















Abbildung 2-18: Volllängen SNC1 und monoubiquityliertes SNC1 lokalisieren in der 
Membranfraktion. A. Membranfraktionierung von HA-SNC1. 20000 g Pellet (P) und 20000 g 
Überstand (SN) nach Zugabe von Puffer (= Kontrolle), Triton, SDS.B. Fraktionierung von HA-
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3. Die Interaktion von SNC1 mit dem UBA-Domänen Protein DDI1 
 
3.1 Die genetische Interaktion von DDI1 und SNC1/SNC2 
 
Überexpression von DDI1, eines der sechs UBA (Ubiquitin associated)-
Domänen enthaltenden Proteine in Hefe, kann das Wachstum von sec9-4 
Zellen in denen SNC1 überexprimiert wird, inhibieren. Zudem interagiert 
SNC1 sowohl im Zwei-Hybrid Test mit DDI1 als auch in Immunpräzipitations-
Experimenten (Lustgarten et al. 1999). 
 Die 2-Hybrid Interaktion konnte nicht reproduziert werden. Grund dafür 
könnte das unterschiedliche 2-Hybrid-System sein, das verwendet wurde. Die 
genetische Interaktion von SNC1 mit sec9-4 Mutanten konnte reproduziert 
werden. Zusätzlich konnte die genetische Interaktion SNC2 mit sec9-4, und 













Abbildung 2-19: Die Suppression des Wachstums von sec9-4 durch SNC2 ist DDI1 
abhängig. A. Vergleich des Wachstums von sec9-4 mit leerem Vektor (YEp195), SNC2 




Diese genetischen Daten eröffneten die Frage, ob DDI1 das SNARE SNC1 in 
seiner Stabilität positiv oder negativ beeinflußen konnte. Daher sollte die 
Stabilität von SNC1 in Promotor Abschaltungs-Experimenten untersucht 
werden, wenn DDI1 überexprimiert wurde. Zusätzlich sollte untersucht 
werden, ob das Fehlen von DDI1 (Δddi1) die Stabilität von SNC1 beeinflußen 
konnte. Da bei Expression von HA-SNC1 eine verkürzte Form von SNC1, 
SNC1 ohne die Transmembran-Domäne enstand (Abbildung 2-18), sollte 
untersucht werden, ob die Aspartyl-Protease-Domäne von DDI1, einen 
Einfluß auf die Stabilität von SNC1 hatte. Dazu wurde Proteaseinhibitor 
Pepstatin verwendet,  durch das Aspartyl-Protease-Domänen inhibiert werden 
(Seelmeier et al. 1988).  
 HA-SNC1 wurde durch einen Galaktose induzierbaren Promotor 
exprimiert und der Verlauf der Proteinmenge von DDI1 in Wildtyp Zellen, 
Zellen in denen DDI1 fehlte (Δddi1), und in denen DDI1 konstitutiv 
überexprimiert wurde (p423-ADH-DDI1), bestimmt. Zusätzlich wurde ein 
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Ansatz HA-SNC1 exprimierende Zellen mit Pepstatin behandelt und auf 






























Abbildung 2-20: Der Einfluß von DDI1 auf die Stabilität von SNC1. Promotor 
Abschaltungs-Experimente mit Galaktose induzierbarem HA-SNC1 zu den angegeben 
Zeitpunkten 0-120 min oder 0-90 min A. Vergleich von Wildtyp Zellen mit Δddi1 Zellen. B. 
Vergleich von Wildtyp Zellen mit Wildtypzellen die mit Pepstatin inkubiert wurden. C. 
Vergleich von Wildtypzellen mit leerem Vektor (p423) und mit konstitutiv überexprimiertem 
DDI1 (p423-ADH-DDI1). 
 
SNC1 war in Wildtyp Zellen stabil, das Fehlen von DDI1 hatte keinen Einfluß 
auf dessen Stabilität (Abbildung 2-20A). Auch die Überexpression von DDI1 
hatte keinen Einfluß (Abbildung 2-20C). Ein interessantes Ergebnis wurde 
durch die Zugabe von Pepstatin erzielt. SNC1 wurde durch Inhibierung der 
DDI1-Protease Funktion kurzlebiger (Abbildung 2-20B). Es ist möglich, durch 
die Bindung von Pepstatin an die Aspartyl-Protease-Domäne von DDI1 ein 
noch unbekanntes Substrat von DDI1 nicht mehr prozessiert werden kann, 
und dadurch der Regulationsschalter für Abbau aktiviert ist. Da jedoch die 
Anwesenheit des Zellgiftes Pepstatin zu einem verstärkten Ablauf der 
Exozytose führen könnte, und daher SNC1 als SNARE, das in 
endozytotischen Vesikelfusions-Prozessen beteiligt ist, dadurch vermehrt 
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einer Deletionsmutante ohne Aspartyl-Protease-Domäne durchgeführt 
werden. 
 
3.2 Zwei-Hybrid Interaktion von DDI1 mit Ubiquitin und RSP5 
 
Da DDI1 über eine UBA-Domäne verfügt, die als Ubiquitin-Binde-Domäne 
identifiziert wurde (siehe Einleitung Tabelle 1), sollte festgestellt werden, ob 
die UBA-Domäne von DDI1, für die Bindung an Ubiquitin allein veranwortlich 
war. Zusätzlich sollte getestet werden, ob RSP5, das als Ubiquitin-Ligase von 
SNC1 identifiziert werden konnte (siehe Abschnitt 1.6), mit DDI1 interagierte. 
 Dazu wurde mittels der Zwei-Hybrid-Methode die Interaktion von DDI1, 
und verschiedenen Verkürzungen von DDI1 mit Ubiquitin getestet. Mit 
derselben Methode wurde die Interaktion von DDI1 mit RSP5, mit den WW-
Domänen von RSP5 und mit RSP5C777A, die keinen Thioster mit Ubiquitin 
ausbilden kann, getestet. RSP5C777A wurde durch Punktmutagenese von 
pGAD-RSP5 hergestellt, das zum Austausch des aktiven Cysteins durch ein 
Alanin führte. Für die Zwei-Hybrid-Interaktion mit Ubiquitin wurde ein 
Konstrukt verwendet, in dem zwei Ubiquitingene oder vier Ubiquitingene 
hintereinander kloniert wurden, das resultierende Protein enthielt zwei (2fach-
Ubiquitin Fusionsprotein) oder vier Ubiquitinreste (4fach-Ubiquitin 
Fusionsprotein). 
 Volllängen DDI1 interagierte mit dem 4fach-Ubiquitin Fusionsprotein 
und dem 2fach-Ubiquitin Fusionsprotein (Abbildung 2-21-A-1a, 3a). Mit 
denselben Konstrukten in denen das C-terminale konjugative Glycin-Glycin 
Motiv am C-Terminus fehlte, wurde keine Interaktion (kein Wachstum) 
festgestellt (Abbildung 2-21-A-2a, 4a). Verkürztes DDI1 in dem die UBL-
Domäne fehlte, verhielt sich wie Volllängen DDI1 (Abbildung 2-21-A-1b, 2b, 
3b, 4b). Verkürztes DDI1, in dem die UBA-Domäne fehlte, interagierte mit 
dem 4fach-Ubiquitin Fusionsprotein (Abbildung 2-21-A-1c). Im Vergleich mit 
dem Wachstums des Volllängen DDI1 und DDI1Δubl zusammen mit dem 
4fach-Ubiquitin Konstrukt, war das Wachstum mit dem verkürzten DDI1 ohne 
die UBA-Domäne jedoch verzögert, die Kolonien wuchsen erst nach drei 
Tagen, bei allen anderen nach zwei Tagen, was durch verminderte 
Aktivierung des HIS-Reporters und daher verminderte Affinität zwischen 
DDI1Δuba und dem 4fach-Ubiquitin Fusionsprotein erklärbar ist. Verkürztes 
DDI1, in dem die UBL und die UBA-Domäne gleichzeitig fehlte, interagierte 
mit keinen der getesteten Konstrukte (Abbildung 2-21-A-1d, 2d, 3d, 4,d). 
 Diese Ergebnisse zeigen, dass für die Bindung von DDI1 an Ubiquitin 
zwei Faktoren maßgeblich waren: die Anzahl der Ubiquitinmoleküle und die 
Anwesenheit der beiden C-terminalen Glycine, die essentiell für die 
Konjugation sind. Daraus kann geschlossen werden, dass eine Präferenz der 
Bindung an Ubiquitin, das an Substrate konjugiert ist, besteht. Diese Bindung 
an konjugierte Multiubiquitinketten wird durch die UBA-Domäne und zum Teil 
der UBL-Domäne von DDI1 vermittelt, wie die Untersuchung von 
verschiedenen Verkürzungen von DDI1 ergab.  
 Der Zwei-Hybrid Interaktions-assay von RSP5 und DDI1, führte zu 
folgenden Ergebnissen (Abbildung 2-21-B): Das Volllängen RSP5 interagierte 
mit dem Volllängen-DDI1, mit dem verkürzten DDI1 in dem die UBL-Domäne 
fehlte, und mit der UBA-Domäne von DDI1. Verkürztes DDI1 in dem die UBA-
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Domäne fehlte, oder beide Domänen (UBA und UBL), konnten mit RSP5 nicht 
mehr interagieren. Um zu sehen, ob die Interaktion von RSP5 durch die WW-
Domänen erfolgte, wurde die Interaktion mit den WW-Domänen von RSP5 
getestet; DDI1 konnte mit diesem Konstrukt nicht mehr interagieren. Um zu 
testen, ob das C-terminale aktive Cystein, dass mit Ubiquitin einen Thioester 
bildet, benötigt wird, wurde das Volllängen-RSP5 Konstrukt verwendet, in 
dem das aktive Cystein durch ein Alanin ersetzt war. Mit diesem Konstrukt 


















Abbildung 2-21: DDI1 kann über UBA-Domäne oder Ubiquitin an RSP5 binden. 
Vergleich von Two-hybrid Interaktionen von verschiedenen Verkürzungen von DDI1 A. mit 
4fach und 2fach Ubiquitin Leserahmen-Fusionen in denen die beiden Glycine (GG) 
vorhanden sind oder fehlen (_ _). B. mit Volllängen RSP5, den WW-Domänen von RSP5 
(WW(RSP5)und mutiertes RSP5(RSP5C777A), dass keinen Thioester mit Ubiquitin mehr 
bilden kann.  
 
Die Bindung von DDI1 an RSP5 ist strikt an die Anwesenheit der 
UBA-Domäne gekoppelt. Für die Bindung ist das aktive Cystein, dass den 
Thioester mit Ubiquitin bildet, ausschlaggebend. Mit großer 
Wahrscheinlichkeit bindet die UBA-Domäne indirekt über das im Thioester 
gebundene Ubiquitin. Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass die 
UBA-Domäne von DDI1 eine ebenso starke Affinität zum aktiven Zentrum von 
RSP5 besitzt wie zu freiem Ubiquitin.  
 
 
3.3 UBA-Domänen von DDI1 und EDE1 binden an ubiquitylierte 
Substrate 
 
Um die Zwei-Hybrid-Interaktion der UBA-Domänen mit Ubiquitin biochemisch 
zu bestätigen und näher zu charakterisieren, wurden die physikalische in vivo 
Interaktion der UBA-Domäne von DDI1 in Hefelysat untersucht. Als Vergleich 
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der Rezeptorvermittelten-Endozytose eine Funktion besitzt 
(Gagny et al. 2000).  
 Dazu wurde GST-UBA-Domänen aus DDI1 und EDE1 in E. coli 
gereinigt und für eine Affinitätssäule verwendet. Nach Inkubation mit 

























Abbildung 2-22: UBA-Domänen binden an Ubiquitin-konjugierte Substrate. 
Affinitätssäule mit GST-UBA(DDI1) (1), GST-UBA(EDE1)(2), GST(3) mit sequentieller Elution 
mit 0,5 M NaCl, 1 M NaCl und 0,2 % SDS A. Silberfärbung B. Western-Blot mit anti-Ubiquitin 
Antikörper 
 
Mit 0,2 % SDS im Puffer wurde GST und die GST-Fusionsproteine eluiert 
(Abbildung 2-22A). Im Western-Blot zeigte sich, dass von der GST-UBA 
Fusionsprotein Säulen mit den Elutionspuffern ein spezifischer 
„Ubiquitinschmier“ von 50 kDa bis über 300 kDa eluiert wurde. Die Kontrolle 
mit GST zeigte keine Interaktionen mit Ubiquitin (Abbildung 2-22B). 
 Aus diesem Experiment kann man ablesen, dass UBA-Domänen 
ubiquitylierte Konjugate binden können. Mit hoher Wahrscheinlichkeit 
entscheidet der Grad der Ubiquitylierung und die Art der Ubiquitylierung der 
Substrate über die Bindung an die UBA-Domänen. Die hier eluierten 
Substrate könnten mono, multi- oder polyubiquityliert sein. In RAD23 befindet 
sich gleich wie in DDI1 eine konservierte N-terminale UBL-Domäne, die an 
das Proteasom binden kann (Elsasser et al. 2004). Es ist bisher noch nicht 
bekannt, ob auch die UBL-Domäne von DDI1 mit dem Proteasom interagiert.  
B 
    0,5M NaCl    1M NaCl   0,2% SDS     beads     















  50 
  










 0,5M NaCl     1M NaCl     0,2% SDS     beads    M 
1   2   3   1   2   3    1   2   3    1  2  3    
Diskussion 
  44 
Diskussion 
 
Der intrazelluläre Transport von Proteinen und Membranen erfolgt in Form 
von Vesikeln. Für das Finden, Erkennen und Fusionieren von Transport-
Vesikeln mit ihrer Zielmembran sind SNARE-Proteine (soluble N-
ethylmaleimide-sensitve fusion protein attachment protein receptors) von 
essentieller Bedeutung. Ein bekanntes Beispiel für die Fusion von Vesikel mit 
einer Membran ist die Vesikelfusion mit der Zielmembran in den Synapsen 
von dendritischen Zellen. Mit Neurotransmitter gefüllte Vesikel verschmelzen 
mit der präsynaptischen Membran um die Neurotransmitter in den 
postsynaptischen Spalt zu entlassen, wo die Neurotransmitter als Signal für 
die angrenzende Nervenzelle dienen. 
 In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die v-SNAREs SNC1 und 
SNC2, homologe Proteine der Synaptobrevine in höheren Eukaryonten 
(Abbildung 3-1), durch Ubiquitin modifiziert werden können. Die 
Ubiquitylierung erfolgt an mehreren Stellen im Protein. Der Verlust einer 
dieser Modifikationsstellen führt zu einer teilweisen Veränderung der 
Lokalisation, von der Plasmamembran zu einer Membran, die möglicherweise 
der Vakuolenmembran entspricht. In diesem Fall scheint die Ubiquitylierung 
ein lysosomales Signal zu sein, dass für die Lokalisation in das Lumen der 
Vakuole benötigt wird. Der Unterschied zu den bekannten ubiquitylierten 
Membranrezeptoren (STE2, STE6) und Permeasen (GAP1, FUR4), die 
ebenfalls über die Vakuole reguliert werden, besteht darin, dass eine der 
Ubiquitylierungsstellen sich in einer funktionellen Domäne, den Coiled-Coils 
befindet. Die mögliche zweite Modifikationsstelle ist nicht bekannt. Das 
bekannte SNC1/SNC2 SNARE-Bindeprotein DDI1 bindet an Ubiquitin. Von 
besonderer Bedeutung ist, dass die Ubiquitin-Modifikation von SNC1/SNC2 
nicht zum üblichen Abbau des Substrates über das Proteasom führt. Somit 
konnte ein weiteres Beispiel charakterisiert werden, dass die Komplexität der 
Funktionen von Ubiquitin aufzeigt. 
1. SNAREs werden ubiquityliert 
 
In der vorliegenden Arbeit konnten die beiden homologen v-SNAREs SNC1 
und SNC2 als Substrate für Ubiquitin-Modifikationen identifiziert werden 
(siehe Ergebnisse Abbildung 2-1). SNC1 und SNC2 verfügen über sechs 
konservierte Lysine. Durch systematische Mutagenese der konservierten 
Lysine konnte das Lysin-63 als eine der Ubiquitylierungsstellen von SNC1 
und SNC2 identifiziert werden (Abbildung 2-4A). Nur in rsp5-1 und rsp5-2 
Stämmen konnte unter restriktiven Bedingungen eine nicht-ubiquitylierte Form 
von SNC1 identifiziert werden (Abbildung 2-6). Da die Lysin-63 Mutation 
einen deutlichen Phänotyp zeigt (siehe Diskussion, Kapitel 3), liegt der Schluß 
nahe, dass die verbleibende Monoubiquitylierung eine von Lysin-63 getrennte 
Funktion besitzt. Die Frage wo sich diese mögliche zweite 
Ubiquitylierungsstelle befindet, könnte auch eine Antwort auf die Funktion 
dieser Ubiquitylierungsstelle sein. Auffällig ist, dass SNC1/SNC2 über eine 
Anhäufung von Lysinen (K83/K88/K91+K93 in SNC1) in der Region zwischen 
der Transmembran-Domäne und der Coiled-Coil-Domäne besitzen. Diese 
basischen Aminosäuren die als eine basische Interaktions-Plattform mit der 
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Phospholipidgruppe der Phospholipide in der Membran dienen, könnten durch 
Ubiquitylierung eine Konformationsänderung erfahren (siehe Diskussion, 




      E V V D I M R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  Majority 
     ------------------+-------------------+-------------------+- 
                        190                 200                 210 
      ------------------+-------------------+-------------------+- 
  38  D T V G I M R D N I N K V A E R G E R L T S I E D K A D N L  SNC1-Protein 
  37  D T V G I M R D N I N K V A E R G E R L T S I E D K A D N L  SNC2-Protein 
  43  E V V D I I R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  VAMP1 
  41  E V V D I M R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  VAMP2 
  24  E V V D I M R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  VAMP3 
  43  E V V D I M R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  VAMP1 Mus musculus 
  43  E V V D I M R V N V D K V L E R D Q K L S E L D D R A D A L  VAMP1 Rattus  
  33  E V V G I M K V N V E K V L E R D Q K L S Q L D D R A D A L  snb-1 C.elegans  
  41  D T V G I M R E N I S K V S E R G E R L D S L Q D K T D N L  syb-1 S.pombe 
 177  D V I Q I M N D N I D K F L E R Q E R V S L L V D K T S Q L  NYV1 S.c. 
 
 
      Q A G A S Q F E R S A A K L K R K Y W W K N C K M - - - - -  Majority 
      ------------------+-------------------+-------------------+- 
                        220                 230                 240 
      ------------------+-------------------+-------------------+- 
  68  A V S A Q G F K R G A N R V R K A M W Y K D L K M K M C L A  SNC1-Protein 
  67  A I S A Q G F K R G A N R V R K Q M W W K D L K M R M C L F  SNC2-Protein 
  73  Q A G A S Q F E S S A A K L K R K Y W W K N C K M - - - - -  VAMP1 
  71  Q A G A S Q F E T S A A K L K R K Y W W K N L K M - - - - -  VAMP2 
  54  Q A G A S Q F E T S A A K L K R K Y W W K N C K M - - - - -  VAMP3 
  73  Q A G A S Q F E S S A A K L K R K Y W W K N C K M - - - - -  VAMP1 Mus musculus 
  73  Q A G A S V F E S S A A K L K R K Y W W K N C K M - - - - -  VAMP1 Rattus 
  63  Q E G A S Q F E K S A A T L K R K Y W W K N I K M - - - - -  snb-1 C.elegans 
  71  A V S A Q G F R R G A N R V R K K M W W K D M R M R L C I I  syb-1 S.pombe 




      M I I L G A I V V I I V V I I V V F - Y - S S -              Majority 
      ------------------+-------------------+--------- 
                        250                 260        
      ------------------+-------------------+--------- 
  98  L V I I I L L V V I I V P I A V H F - - - S R                SNC1-Protein 
  97  L V V I I L L V V I I V P I V V H F - - - S                  SNC2-Protein 
  98  M I M L G A I C A I I V V V I V I - - Y F F T                VAMP1 
  96  M I I L G V I C A I I L I I I I V - - Y - F S S              VAMP2 
  79  W A I G I T V L V I F I I I I I V W V V - S S                VAMP3 
  98  M I M L G A I C A I I V V V I V I - - Y F F T                Vamp1 Mus musculus 
  98  M I M L G A I C A I I V V V I V S - - K - Y R                Vamp1 Rattus 
  88  M I I M C A I V V I L I I I I V L W A G - G K                snb-1 C.elegans 
 101  I G I I I L L V V I I V P I A T K F H - - G K                syb-1 S.pombe 
 232  I T L L T F T I I L F V S A A F M F F Y - L W                NYV1  S.c. 
 
Abbildung 3-1: Sequenzvergleich SNC1/SNC2 mit VAMP in höheren Eukaryonten und 
anderen Organismen. SNC1 und SNC2 besitzen sechs konservierte Lysinstellen: K63, K75, 
K83, K88 und K91. Die Lysine 48, 88 und 91 sind auch in VAMP konserviert. 
Während dieser Arbeiten wurden weitere Beispiele der Ubiquitylierung von 
SNAREs bekannt. Mit massenspektroskopischen Methoden (LC/LC-MS/MS) 
wurden neue Ubiquitin-Konjugate identifiziert, hier konnten zwei 
Synaptobrevine und ein Syntaxin identifiziert werden, die durch Ubiquitin 
modifiziert waren (Hitchcock et al. 2003): YKT6, ein Synaptobrevin, essentiell 
für den Transport vom ER zum Golgi; SSO2, ein Syntaxin (t-SNARE) 
Homologes, in den Vesikel-Transport vom Golgi zur Plasmamembran 
involviert, und im trans-SNARE Komplex zusammen mit SNC1/SNC2 
vorkommend; und VTI1, ein Synaptobrevin, für den internen cis-Golgi-
Transport benötigt, und am direkten Transport vom Golgi zu den MVBs 
  K75         K83       K88     K91
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beteiligt. In einem weiteren Experiment, bei dem an einer Affinitätssäule 
ubiquitin-konjugierte Substrate spezifisch gebunden wurden, und durch 
Massenspektrometrie bestimmt wurden, konnte SNC1 und SNC2 als 
ubiquityliertes Substrat identifiziert werden. Auch die hier charakterisierte 
Ubiquitinierungsstelle am Lysin-63 wurde gefunden (Peng et al. 2003). Mit der 
von Peng und Kollegen benutzten Methode sollten hauptsächlich 
ubiquitylierte integrale Membranproteine gefunden werden, die über die 
Vakuole abgebaut werden. Die hier postulierte zusätzliche 
Ubiquitylierungsstelle wurde nicht gefunden. Interessant in diesem 
Experiment war, dass von den 72 identifizierten Ubiquitinsubstraten 33 % 
mehr als eine Ubiquitylierungsstelle besaßen. Diese Ergebnisse 
berücksichtigend, kann nun postuliert werden, dass es sich bei der 
Modifikation von SNC1 und SNC2 um eine generelle Art der Modifikation von 
SNAREs handelt. Hinsichtlich der Erforschung der Funktion der 
Ubiquitylierung von SNAREs, in Bezug auf Funktion liegen noch keine 
Publikationen vor. 
 Wie unterscheidet sich die Art der Ubiquitylierung der SNAREs von der 
der Plasmamembranrezeptoren? Im Falle der SNAREs handelt es sich um 
kleine einmal die Membran durchspannende Proteine. Die Besonderheit der 
Ubiquitylierung von SNC1/SNC2 liegt darin, dass diese in einer für die 
Membranfusion essentiellen Domäne, an den Coiled-Coils stattfindet. Im Fall 
von Plasmamembranrezeptoren erfolgt die Ubiquitylierung an mehreren 
Lysinen in den ins Cytosol ragenden, unstrukturierten Schleifen (Peng et al. 
2003), die bislang noch mit keiner spezifischen Funktion in Verbindung 
gebracht wurden. Es ist möglich, dass die Ubiquitylierung in einer 
funktionellen Domäne zur Inaktivierung der Funktion führt. 
 Wie die Ubiquitylierung von Membranrezeptoren und Permeasen 
erfolgt die Ligation von Ubiquitin an SNC1 durch RSP5 (Abbildung 2-6). Es ist 
wahrscheinlich, dass auch SNC2 RSP5-abhängig ubiquityliert wird. Auch für 
die Membranproteine FUR4, STE6 und STE2 ist gezeigt worden, dass die 
RSP5-Ligaseaktivität die Ubiquitylierung beeinflußt.  
 Es gibt auch aktuelle Beispiele von SNAREs, bei denen die 
Ubiquitylierung ein Signal für proteasomalen Abbau zu sein scheint. UFE1, 
ein Syntaxin Homologes, das für die homotypische ER-Membranfusion 
essentiell ist, scheint ein Substrat des ERAD-Weges zu sein. Die 
Stabilisierung in den ERAD-Mutanten ist aber eher gering im Vergleich zu 
typischen ERAD-Substraten (unpublizierte Daten von Sigurd Braun). Auch ein 
Beispiel in höheren Eukaryonten ist bekannt. Die Autoren konnten die 
Ubiquitylierung von Syntaxin 1, dass für den Neurotransmittertransport an der 
Synapse essentiell ist, zeigen. Die Ubiquitylierung erfolgt durch die E3-Ligase 
Staring zusammen als trimerer Komplex mit dem E2 UbcH8. Die 
Überexpression des Proteins Staring in HeLa Zellen bewirkte die Reduzierung 
der Halbwertszeit von 19.6 Stunden auf 8.6 Stunden. Die Verkürzung der 
Halbwertszeit führten die Autoren auf die Einwirkung des Proteasoms zurück, 
da der Level von Syntaxin 1 in Zellen die mit Proteasominhibitor (MG132) 
behandelt wurden, im Vergleich zu Wildtypzellen erhöht war 
(Chin et al. 2002). Wenn man die Ubiquitylierung von Syntaxin 1 mit 
SNC1/SNC2 vergleicht, so fällt auf, dass im Falle von Syntaxin die 
Ubiquitylierungsbanden als Multiubiquitin-Schmier erscheinen, während in 
SNC1/SNC2 die Ubiquitylierung mit 3 bis maximal 4 Ubiquitinmolekülen 
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erfolgt. Dass ein geringer Teil der SNAREs über das Proteasom degradiert 
wird, kann auch für SNC1/SNC2 nicht gänzlich ausgeschlossen werden. Die 
Bedeutung für die Regulation von SNAREs scheint jedoch vernachläßigbar 
gering. 
2. UBA-Domänen erkennen ubiquitylierte Substrate 
 
Die beiden SNAREs SNC1 und SNC2 interagieren mit DDI1. DDI1 („DNA-
damage-inducible“) oder VSM1(v-SNARE-Master) genannt, wurden in einem 
Zwei-Hybrid-Screen, bei dem nach neuen direkten Interaktionspartnern von 
SNC2 gesucht wurde, gefunden und durch Co-Immunpräzipitation bestätigt 
(Lustgarten et al. 1999). Interessant sind die Domänen von DDI1. Die UBL-
Domäne, N-terminal; eine Aspartyl-Protease-Domäne in der Mitte, und die 
UBA-Domäne (Ubiquitin-associated), C-terminal. Die genaue Funktion von 
DDI1 ist nicht bekannt.  
  Die genetische Beziehung zwischen SNC1 und DDI1 konnte 
reproduziert werden (Abbildung 2-7). Der temperatursensitive Phänotyp in 
sec9-4 Zellen, die durch Überexpression von SNC1 oder SNC2 gerettet 
werden kann, wurde durch gleichzeitige Überexpression von DDI1 supprimiert 
(siehe auch Lustgarten et al. 1999). Diese Ergebnisse führten zu der 
Annahme, dass DDI1 als SNARE-Master wirken könnte. SNARE-Master sind 
Regulatoren die spezifisch mit v- oder t-SNAREs interagieren, und als Folge 
davon den Eintritt des SNAREs in den trans-SNARE Komplex verhindern. 
 Die genetische Beziehung sec9-4/SNC1/DDI1 läßt die Vermutung zu, 
dass der Phänotyp durch Austitrierung von SNC1/SNC2 aus dem t-SNARE 
Komplex zustande kommt. Diese Austitrierung kann durch Bindung von DDI1, 
durch Abbau von SNC1/SNC2, oder durch Inhibierung der Coiled-Coil-
Domäne von SNC1/SNC2 geschehen. Die Konsequenz ist in jedem Fall, dass 
durch die Einwirkung von DDI1 der Eintritt von SNC1/SNC2 in den trans-
SNARE Komplex verhindert wird. Genaue Kartierung der Interaktion von DDI1 
und SNC1/SNC2 könnten hier Aufschluß geben. Es ist vorstellbar, dass die 
Interaktion durch die UBA-Domäne von DDI1 an das in SNC1 konjugierte 
Ubiquitin erfolgt. Eine genaue Bestimmung des Einflußes von DDI1 auf die 
Stabilität von SNC1/SNC2, könnte durch ein „Pulse-Chase“ Experiment erzielt 
werden. Mit dieser Methode wird das zu beobachtende Protein nicht 
überexprimiert sondern vom endogenen Promotor aus exprimiert. Somit wird 
unter physiologischen Bedingungen die Stabilität von SNC1/SNC2 bestimmt. 
Eine zusätzliche Verbesserung des Experiments ergäbe sich durch die 
induzierbare Expression von DDI1, im Gegensatz zu der hier angewendeten 
konstitutiven Expression von DDI1. Aufgrund der permanenten 
Überexpression von DDI1 in Hefezellen, ist eine nicht erwünschte 
Mutagenese im Hefe-Genom möglich. 
 
In diesem Zusammenhang ist auch die Aspartyl-Protease-Domäne von DDI1 
interessant. Ein Hinweis auf proteolytische Zugänglichkeit für endo-
proteolytische Spaltung von SNC1 bildet die Anwesenheit von verkürztem 
SNC1 im Verhältnis 1:10 zum Volllängenprotein im staedy state von Zellen, 
die vom endogenen Promotor aus exprimiert wurden (Abbildung 2-18). Die 
Membranfraktionierung von Gesamtextrakt zeigten, dass die kurze Version, 
die die Coiled-Coil-Domäne ohne die Transmembran-Domäne darstellt, sich 
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in der Vesikelfraktion befindet, während das Volllängen Protein in der 
Membranfraktion lokalisiert (Abb. 2-18). Denkbar wäre, dass die proteo-
lytische Domäne von DDI1 unter bestimmten Bedingungen aktiviert wird. 
 In einer früheren Arbeit wurde gezeigt, dass die UIM-Domäne, die 
strukturell mit der UBA-Domäne verwandt ist, ausreicht, um ein Protein an 
das es fusioniert ist zu ubiquitinieren. So wurde das Fusionsprotein UIM-GST 
ubiquityliert, GST nicht (Oldham et al. 2002). DDI1 besitzt am Lysin-257 eine 
Ubiquitylierungsstelle (Hitchcock et al. 2003). Ein interessantes Detail ist, 
dass diese Proteinstelle exakt in der Aspartyl-Protease-Domäne liegt. Es ist 
möglich, dass durch Ubiquitylierung an dieser Stelle, die Aspartyl-Protease 
Funktion reguliert wird. Das Signal für die Ubiquitylierung könnte von der 
DDI1 internen UBA-Domäne ausgehen. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hinsichtlich der Spezifität der 
Bindung der UBA-Domäne an Ubiquitin-Konjugate im Vergleich mit einer 
anderen UBA-Domäne (EDE1) kein Unterschied besteht (Abbildung 2-22). 
Auch im Zwei-Hybrid Test erfolgt bei beiden UBA-Domänen die Bindung 
präferenziell an konjugiertes Ubiquitin (Abbildung 2-21A). Die Interaktion der 
UBA-Domäne mit Ubiquitin konnte auch in anderen Arbeiten bereits gezeigt 
werden (Bertolaet et al. 2001; Chen el al. 2001). Die genaue Funktion der 
UBA-Domänen ist noch unbekannt.  
Die 2-Hybrid Interaktion von DDI1 und EDE1 zu RSP5 erfolgt allein über die 
UBA-Domäne. Diese Interaktion ist von der Anwesenheit des aktiven Cystein 
in RSP5 abhängig (Abbildung 2-21B). Die Tatsache, dass die UBA-Domäne 
in diesem Experiment eine Expression des HIS-Reportergens bewirken 
konnte, kann nicht als unspezifische Interaktion abgetan werden. Im Kontext 
mit der RSP5 abhängigen Ubiquitylierung von SNC1 und der physikalischen 
Interaktion von DDI1 und SNC1, ist eine in vivo Affinität plausibel. Es ist 
möglich, dass die UBA-Domäne selbst in das aktive Zentrum von RSP5 
bindet. Damit würde die UBA-Domäne mit Ubiquitin um die Bindung an RSP 
konkurrieren. Oder in Anbetracht, dass UBA-Domänen präferenziell an das 
Ubiquitin ubiquitylierter Substrate binden, die Bindung über das in RSP5 über 
den Thioester gebundene Ubiquitin erfolgt. In beiden Fällen hätte die Bindung 
von DDI1 eine Inhibierung der Ubiquitin-Ligase-Aktivität zur Folge. In höheren 
Eukaryonten kann die HECT-E3 Ligase Nedd4, dass das Homologe von 
RSP5 darstellt, das UIM-Domänen enthaltende EPS15 monoubiquitinieren. 
Diese Monoubiquitylierung ist strikt abhängig von der Anwesenheit der UIM-
Domäne, einer Ubiquitin-Binde-Domäne, die der UBA-Domäne strukturell 
sehr ähnlich ist (Polo et al. 2002). Es ist möglich, dass die Ubiquitin-bindende 
Domäne -UBA, UIM, CUE- dazu dient, Ubiquitin-HECT E3 Thioester-
Intermediate zu rekrutieren, und der spezifischen Ubiquitin-Ligase 
zuzuführen. 
 
3. Die Bedeutung der SNARE-Ubiquitylierung für die lysosomale 
Erkennung 
 
Die Möglichkeiten der Regulation des Proteintransports durch Ubiquitin-
Signale -Monoubiquitylierung, Multiubiquitylierung durch ubiquitininternes 
K63- sind vielfältig. In einer zunehmenden Anzahl von Publikationen wird der 
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ubiquitinabhängige Vesikeltransport beschrieben (Abbildung 3-2). So wird 
Ubiquitin für die Internalisierung an der Plasmamembran, die Regulation der 
endozytotischen Maschinerie, Sortierung am TGN und der Internalisierung in 
MVBs benötigt. 
 GFP-SNC1-K63R lokalisiert nicht wie in Wildtypzellen unter anderem 
im Lumen der Vakuole, sondern in der Membran der Vakuole 
(Abbildung 2-16). Die Lokalisierung an der Plasmamembran scheint durch die 
Mutation jedoch nicht beeinträchtigt zu sein. Lysin-63 scheint damit für den 

















Abbildung 3-2: Ubiquitinabhängiger Vesikeltransport. 1. Sortierung vom trans-Golgi 
Netzwerk zur Plasmamembran. 2. Recycling-Endosomen von der Plasmamembran zum 
Golgi 3. Endozytose (über Multivesikuläre Teilchen) in die Vakuole. 4. Sortierung vom trans-
Golgi Netzwerk zur Vakuole. 
 
Membranrezeptoren und Permeasen aber auch kleinere Proteine wie CPS 
(Carboxypeptidase S), die das Lumen der Vakuole erreichen sollen, werden 
in der Regel über den MVB-Weg erkannt und transportiert (Katzmann et al. 
2002). SNC1 scheint von dieser Regel abzuweichen, da die Lokalisation von 
GFP-SNC1 in vps4-Mutanten, VPS4 ist eine AAA-ATPase, die für die 
Sortierung in MVBs benötigt wird, in keiner Weise beeinträchtigt ist (Lewis et 
al. 2000). Hinzu kommt nun die Mißlokalisierung der GFP-SNC1-K63R-
Mutante in die Vakuolen-Membran. Zielproteine die über die 
ubiquitinabhängige MVB-Maschinerie in die Vakuole sortiert werden, müßten, 
durch entfernen des Ubiquitinsignals in den MVBs akkumulieren. In GFP-
SNC1-K63R  ist dies nicht der Fall. Somit konnte der Hinweis, dass SNC1 
MVB-unabhängig transportiert wird, bestätigt werden. 
 Ein MVB unabhängiger Transportweg zu Vakuole wurde bisher noch 
nicht charakterisiert. In einer neu charakterisierten rsp5-Mutante, rsp5-326, 
wurde ein neuer Hinweis auf einen MVB-unabhängigen Weg gefunden. Unter 
permissiven Bedingungen ist diese Mutante defekt für die Ubiquitylierung von 
CPS, nicht aber für die STE2 Ubiquitylierung. Da unter restriktiven 
Bedingungen CPS in die Vakuolen-Membran lokalisert, also nicht mehr 
korrekt in das Lumen in der Vakuole, interpretieren die Autoren (Katzmann et 
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ist. Interessant ist jedoch, dass in rsp5-326 das charakteristische Klasse E 
Kompartiment, das durch Inhibierung des MVB-Weges entsteht, gänzlich fehlt 
(Katzmann et al. 2004). Es scheint als würde die Mutation dazu führen, dass 
die gesamte MVB Maschinerie zusammenbricht. GFP-CPS akkumuliert nicht 
wie in den MVB Mutanten im Klasse E Kompartiment sondern in der 
Vakuolenmembran, das würde heißen, dass in manchen Fällen der MVB-Weg 
umgangen werden kann.  
 Die Ubiquitylierung von SNC1 kann auch ein Signal für Recycling sein, 
bekannterweise wird SNC1 recycliert. Mit Recycling ist der Rücktransport von 
Protein an der Plasmamembran durch Recycling-Vesikel an Post-Golgi 
Membranen definiert. tlg1, tlg2 und rcy1 Mutanten sind defekt im Recycling-
Weg (Wiederkehr et al. 2000). VPS Proteine der Klasse C sind an diesem 
Recycling Transport beteiligt (Bugnicourt et al. 2004). In dieser Arbeit wurde 
gezeigt, dass SNC1 in rsp5-1 Zellen in punktförmigen Kompartimenten in 
Vesikeln in der Nähe der Plasmamembran akkumulieren. Diese Lokalisation 
entspricht einer ähnlichen Lokalisation wie SNC1 in rcy1 besitzt (Galan et al. 
2001). So läßt sich auch die Lokalisation von SNC1-K63R in der 
Vakuolenmembran dadurch erklären, dass durch Fehlen des Ubiquitin-
Signals für die Recycling-Maschinerie, eine Umleitung von der 
Plasmamembran zur Vakuole geschieht. Die K63R Mutation kann also für 
Recycling als auch für Transport in das Lumen der Vakuole genutzt werden 
beziehungsweise von Bedeutung sein. Die Entscheidung welcher Weg 
eingeschlagen wird könnte durch UBA-Domänen Proteine reguliert werden 
(siehe Absatz unten). Die Tatsache, dass auch andere SNAREs ubiquityliert 
werden, bedeutet möglicherweise, dass auch diese über den lysosomalen 
Weg entsorgt beziehungsweise reguliert werden. 
 SNC1 wurde im Komplex mit den im trans-Golgi-Netzwerk 
vorhandenen t-SNAREs TLG1/TLG2 gefunden (Gurunathan et al. 2000). Eine 
zusätzliche Regulationsmöglichkeit könnte daher die Sortierung von 
SNC1/SNC2 vom Golgi zur Vakuole sein. Dieser Weg konnte schon für die 
Permease GAP1 beschrieben werden. Dies setzte die Ubiquitylierung von 
GAP1 voraus (Helliwell et al. 2001). GGA Proteine, die bei der Erkennung und 
Verpackung von Proteinen in Clathrin-Vesikel am TGN maßgeblich beteiligt 
sind, sortieren GAP1 in Abhängigkeit von dessen Ubiquitylierung (Scott et al. 
2004). Es ist möglich, dass die ubiquitylierten SNAREs SNC1/SNC2 auf 
gleiche Weise durch GGA-Proteine sortiert werden. 
4. Die Bedeutung der SNARE-Ubiquitylierung für die Fusion von 
Membranen 
 
Es stellt sich die Frage, wann die SNARE-Ubiquitylierung erfolgt, vor oder 
nach erfolgter Vesikelfusion?  
 Die sec9-4 Mutation bewirkt dass SEC9 nicht mehr in den 
trans-SNARE Komplex lokalisieren kann. Der so destabilisierte Komplex kann 
durch Überexpression von SNC1/SNC2 wieder stabilisiert werden. Kann ein 
ubiquityliertes SNARE einen Komplex mit dem t-SNARE-Partner eingehen, 
oder wird Ubiquitin für die Bildung des Komplexes sogar benötigt? Die 
genetischen Daten im sec9-4 Stamm zeigen, dass Wildtyp-SNC in gleicher 
Weise wie Lysin-63 mutiertes SNC den sec9-4 Phänotyp retten können 
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(Abbildung 2-7). So scheint Ubiquitin für die Bildung des trans-SNARE 
Komplexes keine Bedeutung zu haben. 
 Die Akkumulation von ubiquityliertem SNC1 an der Plasmamembran in 
end3 und end4 zeigt, dass die Ubiquitylierung wahrscheinlich nach der Fusion 
stattfindet. Zu einem Zeitpunkt da der trans-SNARE Komplex aufgelöst ist, 
und die SNAREs sich in der cis-Konfiguration an der Plasmamembran 
befinden.  
 In rsp5-1 und rsp5-2 Mutanten erfolgt keine Ubiquitylierung. In den 
selben Mutanten erfolgt die Lokalisation von GFP-SNC1 nicht mehr an der 
Plasmamembran sondern in vesikulären Akkumulationen an der 
Plasmamembran (Abbildung 2-15). Eine Erklärungsmöglichkeit ist, dass durch 
das Fehlen von Ubiquitin das Signal fehlt das von NSF erkannt werden 
könnte. Die SNAREs aggregieren und können nicht weiter für den Recycling 
Weg zu Verfügung stehen. 
 Kann die Ubiquitylierung eine Konformationsänderung der SNAREs 
hervorrufen? In EPR und Fluoreszenz „Quenching“ Experimenten konnte die 
erste Strukturinformation von einem Volllängen SNARE geliefert werden, dass 
sich in seiner Membranumgebung befindet (Kweon et al. 2003). In Vamp 2, 
das Eukaryonten-Homologe von SNC2, ist der Großteil des Proteins hoch 
flexibel, mit Ausnahme von 10 Aminsäureresten des C-terminalen Teils des 
SNARE-Motivs. Diese bilden eine kurze α-Helix, die in einem 33° Winkel in 
der Membran eingebettet liegt. Weiters wird gezeigt, dass die beiden 
konservierten Tryptophanreste unter den Phosphat-Kopfgruppen der 
Phospholipide liegt (Abbildung 3-3). Die wohl interessanteste Entdeckung ist, 
dass dieses Protein keineswegs mit löslichem Syntaxin und SNAP-25 bindet 
(Kweon et al. 2003), wie es nach der SNARE-Hypothese geschehen müßte 
(Rothman 1994). Nur die Mutante, in der die Tryptophanreste zu Serin mutiert 
sind, können einen Komplex mit Syntaxin und SNAP-25 eingehen. Diese 
Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass der Verlust der 
Tryptophanreste zu einem Verlust des Kontakts der im 33° Winkel stehenden 
α-Helix mit der Membran führen könnte. In vivo könnte diese 
Konformationsänderung durch SNARE-Interaktionsproteine herbeigeführt 
werden, zum Beispiel SM Proteine. Die Tatsache, dass SM Proteine für die 
meisten intrazellulären Membranfusions-Prozesse strikt erforderlich sind (Rizo 
et al. 2002), unterstützt die Theorie, dass zusätzlich Regulationsproteine die 
SNARE-Proteine regulieren. 
Diese Ergebnisse werfen ein neues Licht auf die SNARE-Hypothese. Es wird 
immer mehr evident, dass nicht die minimale Maschinerie von SNAREs, α-
SNAP und NSF für die Fusion ausreichend ist, sondern zusätzliche 
Regulationsproteine benötigt werden. Beispielsweise führt der Verlust des 
SM-Proteins Munc 18 in Mäusen zu einem totalen Block der 
Neurotransmitterausschüttung (Verhage et al. 2000). Der Verlust von Vamp 1 
hingegen wirkt sich nicht so stark auf die Neurotransmitterausschüttung aus 
(Schoch et al. 2001). 
 Es ist vorstellbar dass die Regulation dieser kurzen α-Helix über 
Ubiquitylierung stattfindet. Die Untersuchung der Ubiquitylierung und die 
Involvierung in Membranfusions-Prozesse in höheren Eukaryoten in Vamp 1 















Abbildung 3-3: Topologisches Modell von in der Membran eingebettetes Vamp 2 
mithilfe von EPR-Spektroskopie erstellt (Kweon et al. 2003). Zwei α-Helicale 
Umdrehungen (Aminosäuren 85-92), N-terminal von der Transmembran-Domäne, stehen im 
Winkel von 33° zur Membran. Zwei Tryptophanreste sind für die Membranassoziation 
essentiell. Die a und d Position des coiled coils sind eingezeichnet. TMR: Transmembran-
Region. 
 
Ein allgemeingültiges Modell läßt sich aus den Ergebnissen nur sehr 
vorsichtig ableiten (Abbildung 3-4). Nach der Fusion des v-SNAREs 
SNC1/SNC2 mit SSO1/SSO2 an der Plasmamembran, mit Beteiligung von 
SEC9, SEC17 und SEC18 erfolgt die erste Ubiquitylierung von SNC1/SNC2 
durch die Ubiquitin-Ligase RSP5. Die Ubiquitylierung kann noch im trans-
SNARE Komplex erfolgen oder zu einem späteren Zeitpunkt, wenn die Fusion 
schon stattgefunden hat und SNC1 als cis-SNARE Komplex in der 
Plasmamembran vorliegt. In beiden Fällen könnte Ubiquitin für die Auflösung 
des SNARE Komplexes verantwortlich sein. Es gibt zwei nicht exclusive 
Szenarien die nach Auflösung des Komplexes vorstellbar sind. Ein Teil der 
SNAREs wird recycliert und steht für eine erneute Runde der Membran 
Fusion zur Verfügung; ein zweiter Teil wird eliminiert, dies kann teilweise 
durch das Proteasom oder vakuoläre Proteasen erfolgen. Für das Recycling 
wird SNC1/SNC2 über Recycling-Vesikel, die durch TLG1,TLG2 und RCY1 
charakterisiert sind, wieder an den post-Golgi transportiert, und die SNAREs 
stehen erneut für eine Runde der Fusion zur Verfügung. Für die Erkennung 
durch den Recycling-Weg könnte die Ubiquitylierung von SNC1/SNC2 
entscheidend sein. Für die Eliminierung des SNAREs von der 
Plasmamembran, erfolgt die Aktivierung des gut charakterisierten 
ubiquitinabhängigen Invagination in endozytotische Vesikel, um am Ende in 
der Vakuole durch vakuoläre Proteasen abgebaut zu werden. Auch hier 
könnte der Ubiquitylierungs-Grad von SNC1/SNC2 das entscheidende Signal 
























Abbildung 3-4: Zusammenfassung der an der Plasmamembran und in dieser Arbeit 
beteiligten Proteine: SNC1/SNC2 (λ), RSP5 (λ), DDI1 (λ) Ubiquitin (λ). Nach Fusion des 
Vesikels mit der Plasmamembran liegen die SNAREs SNC1/SNC2 als Dimer in der cis-
Konfiguration vor. Die Ubiquitylierung von SNC1 erfolgt an zwei unterschiedlichen Lysinresten 
durch RSP5. Die Disassemblierung des cis-SNARE-Komplexes erfolgt durch SEC18, das 
Ubiquitin binden kann. DDI1 interagiert mit SNC1/SNC2 und über die UBA-Domäne mit 
RSP5. 
 
Die Rolle für DDI1 ist noch nicht bekannt. Es ist möglich, dass DDI1 RSP5 an 
die Plasmamamembran rekrutiert, und dadurch die Ubiquitylierung von 
SNC1/SNC reguliert wird. DDI1 könnte durch seine interne AP-Domäne das 
Abschneiden der Transmembran-Domäne von SNC1/SNC2 bewirken, und 
damit zur Auflösung des trans-SNARE Komplexes beitragen. Eine 
allgemeingültige Funktion für DDI1 wird favorisiert, da DDI1 auch an andere 
SNAREs in vivo bindet (TLG1, TLG2, VTI1 und VAM3) (Marash et al. 2003). 
 Es scheint als gebe es für die SNARE-Assemblierung ein dichtes Netz 
an Regulationmöglichkeiten, um Membranproliferation und Sekretion 
geordnet ablaufen lassen zu können. Die Regulation durch das Protein selbst 
(Konformationsänderungen, Modifikationen durch Palmoylierung, 
Phosphorylierung und Ubiquitylierung). Die Regulation durch SNARE-
Bindeproteine (SM-Proteine, DDI1). Die Regulation durch Recycling (RCY1, 
VPS Proteine) und die Regulation durch Abbau in der Vakuole. Ubiquitin kann 
wie der Name schon sagt bekanntermaßen überall diese 
Regulationsprozesse beeinflußen. Die Identifizierung der SNAREs als 
Substrate für Ubiquitin und die hier identifizierte Bedeutung für die Regulation 
durch die Vakuole, stellen nur die Spitze des Eisberges für die Bedeutung von 
Ubiquitin dar.  
 
 
Material und Methoden 
1. Material 
1.1 Chemikalien und Reagenzien 
Soweit nicht anders vermerkt, wurden analysenreine Chemikalien und Reagenzien 
der Firmen Applied Biosystems, Biomol, Biorad, Fluka, Kodak, Merck, Promega, 
Roth, Riedel de Haen, Serva und Sigma verwendet. Molekularbiologische 
Reagenzien, Restriktionsendonukleasen und die Mehrzahl anderer Enzyme 
wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Roche, MBI, Fermentas, 
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New England Biolabs und Pharmacia bezogen. Radiochemikalien stammten von 
den Firmen Amersham und Hartmann Analytic. In nahezu allen der unten 
beschriebenen Methoden wurden sterile Lösungen und sterile Gefäße eingesetzt. 
1.2 Computer-Hardware und Software 
Datenbankrecherchen wurden unter anderem mit Hilfe folgender Internetdienste 
durchgeführt: BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), SMART 
(http://smart.embl-heidelberg.de), PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed). 
Für Sequenzanalysen wurde das Programmpaket DNA-Star (DNA-Star Inc.) 
verwendet. Röntgenfilme und Gele wurden mit einem AGFA-Scanner (Duoscan 
T1200) oder mit einer CCD-Kamera und mit dem Programm Adobe Photoshop 7.0 
(Adobe Systems Inc.) digitalisiert. Graphiken und Abbildungen wurden mit den 
Programmen Excel:Mac oder Word:mac erstellt. Textverarbeitung erfolgte mit 
Microsoft Word:mac und Endnote 7.0.0 auf einem Apple Macintosh G3 Computer. 
1.3 Antikörper 
Die verwendeten Antikörper wurden für Immunoblots (IB) oder 
Immunpräzipitationen (IP) verwendet. Es waren entweder polyklonale Antikörper 
aus dem Hasen (rb) oder monoklonale Antikörper aus der Maus (mo). Folgende 
primäre Antikörper wurden verwendet: rb anti-myc (Santa Cruz Biotechnology; IB); 
mo anti-myc, 9E10 (Santa Cruz Biotechnology; IB); mo anti-HA (Santa Cruz 
Biotechnology IB, IP); mo anti-DPM1 (Molecular Probes; IB); mo anti-His (Dianova; 
IB); rb anti-GST (Oncogene; IB). Sekundäre Antikörper waren entweder mit 
Peroxidase aus Meerrettich oder mit dem Fluorophor Alexa546 markiert und wurden 
von Dianova bzw. von Molecular Probes bezogen.  
1.4 Escherichia coli Stämme 
Für die meisten Arbeiten wurden die E.coli-Stämme TG1 oder XL1-Blue verwendet. 
Expression von Proteinen erfolgte in BL21 (DE3) pRIL-Bakterien. 
1.5 E.coli Medien 
Den angegebenen Medien wurden Antibiotika in den folgenden Konzentrationen 
zugesetzt: Ampicillin, 200 µg/ml; Kanamycin, 30 µg/ml; Tetracyclin, 25 µg/ml; 
Chloramphenicol, 34 µg/ml. 
1.6 Saccharomyces cerevisiae-Stämme 
 
Stamm Genotyp Quelle 
DF5 (YWO2) Mata his3Δ200 leu2-3 2-112 lys2-801 trp1-1(am) ura3-52 (Finley et al. 1987) 
sec17-1 Mata sec17-1ts his3Δ200 leu2-3 2-112 trp1-1 ura3-52  
entstanden durch Kreuzung von sec17-1 (Novick et al. 1981) mit DF5 
diese Arbeit 
sec18-1 Mata sec18-1ts his3Δ200 leu2-3 2-112 trp1-1 ura3-52  
entstanden durch Kreuzung von sec18-1 (Thomas Sommer 
/Stammsammlung) mit DF5 
diese Arbeit 
sed5-1 Matα sed5-1ts trp1-1 ade2-1 ura3-1  leu2-3,112 can1-100  Chris Barlowe 
(Cao et al. 2000) 
sec9-4 Mata sec9-4ts his3Δ200 leu2-3 2-112 trp1-1 ura3-52  
entstanden duch Kreuzung von sec9-4  
(Brennwald, Kearns et al. 1994) mit DF5 
diese Arbeit 
rsp5-1 Mata rsp5-1ts his4-912 ΔR5 lys2-128Δ trp1-1(am) ura3-52 
entstanden durch Kreuzung von rsp5-1  
(Jon Huibregtse/Stammsammlung) mit DF5 
diese Arbeit 
rsp5-2 Mata his3-Δ200 leu2-3 2-112 lys2-801 trp1-1(am) ura3-52 Kai  
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ade2-1 ade3 rsp5Δ::HIS3 Leu2::rsp5-2::LEU2 Matuschewski 
sec1-1 Mata sec1-1ts his3Δ200 leu2-3 2-112 trp1-1 ura3-52 
entstanden durch Kreuzung von HMSF-1 (Stammsammlung 
Michael Knop) mit DF5 
diese Arbeit 
Δede1 Mata ede1::kanMX6 his3Δ200 leu2-3 2-112 lys2-801  
trp1-1(am) ura3-52 
diese Arbeit 
EDE1Δuba Mata EDE1uba::kanMX6 his3Δ200 leu2-3 2-112 lys2-801  
trp1-1(am) ura3-52 
diese Arbeit 
Δede1 rsp5-1 Mata ede1::kanMX6 rsp5-1ts entstanden durch Kreuzung  
von Δede1 und rsp5-1 
diese Arbeit 





can1 his3 his4 trp1 snc1::URA3 snc2::ADE8 J. Gerst 
(Protopopov et al. 1993
pep4 Mata pep4::His his3sΔ200 leu2-3 2-112 lys2-801 trp1-1(am) ura3-52  Stammsammlung  
(HelleUlrich) 








cim3-1 Matα cim3-1, ura3-52, leu2-3 Stammsammlung 
(Carl Mann) 
end3 Mata bar1-1 leu2 his4 ura3 end3 (Raths et al. 1993) 
end4 Mata bar1-1 leu2 his4 ura3 end4 (Raths et al. 1993) 
PJ69-4a Mata trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4 gal80 GAL1::HIS3 GAL2
met2::GAL7-lacZ 
(James et al. 1996) 
SUB280 MATa lys2-801 leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-1(am) pUB100:HIS3
ubi1-Δ1::TRP1 ubi2-Δ2::URA3 ubi3-Δ3-Δubi2 ubi4-Δ2::LEU2Ubi1-tail 
(Spence et al. 1995) 
SUB413 Mata lys2-801 leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-1(am) pUB100:HIS3 pGP
tail K63R 
(Spence et al. 1995) 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Saccharomyces cerevisiae Stämme 
1.7 Saccharomyces cerevisiae Shuttle-Vektoren 
Die verwendeten offenen Leseraster wurden in folgende Vektoren kloniert: 
pGAD424, pGBT9 (Bartel et al. 1993) YEplac195, YEplacGal195, YIplac128, 
YCplac33 (Gietz et al. 1988). Als DNA Quelle für die N-terminale Fusion von SNC1 
und SNC2 mit 3-Myc-, 3-HA-und GFP-Epitopen dienten die Plasmide pMK31-1(3-










YIp128-3HA-SNC1(K49R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K75R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K83R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K88R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K91R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R K75R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R K83R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R K88R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R K91R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K75R K88R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K75R K91R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K83R K88R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K75R K83R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K83R K91R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC1(K63R K83R K88R) Expression diese Arbeit 
YIp128-3HA-SNC2 Mikroskopie diese Arbeit 
YIp128-GFP-SNC1 Mikroskopie diese Arbeit 
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pRS406-GFP-SNC1 Mikroskopie (Lewis et al. 2000) 
pRS406-GFP-SNC1(K63R) Mikroskopie diese Arbeit 
pRS406-GFP-SNC1(K68R) Mikroskopie diese Arbeit 
pRS406-GFP-SNC1(K63R K88R) Mikroskopie diese Arbeit 
pRS406-GFP-SNC1(K63R K83R K88R K91R) Mikroskopie diese Arbeit 
YEp195-SNC1 Sec9-4 rescue diese Arbeit 
YEp195-3HA-SNC1 Sec9-4 rescue diese Arbeit 
YEp195-SNC2 Sec9-4 rescue diese Arbeit 
YEp195-SNC2(K63R K88R) Sec9-4 rescue diese Arbeit 
YEp195-3HA-SNC2 Sec9-4 rescue diese Arbeit 





YEp195Gal-6HA-SNC2(K88R) Überexpression diese Arbeit 
YEp195Gal-6HA-SNC2(K63R K88R) Überexpression diese Arbeit 





YEp195Gal-3HA-SNC1(K63R) Überexpression diese Arbeit 
YEp195Gal-3HA-SNC1(K88R Überexpression diese Arbeit 
YEp195Gal-3HA-SNC1(K63R K88R) Überexpression diese Arbeit 
YEp195Gal-3HA-SNC1(K63R K83R K88R) Überexpression diese Arbeit 




pGAD-RSP5 2-hybrid und 3-hybrid Kai Matuschewski 
pGAD-RSP5(C777A) 2-hybrid diese Arbeit 
pGAD-WW(RSP5) 2-hybrid Kai Matuschewski 
pGBT-DDI1 2-hybrid diese Arbeit 
pGBT-DDI1Δuba 2-hybrid diese Arbeit 
pGBT-DDI1Δubl 2-hybrid diese Arbeit 
pGBT-DDI1ΔubaΔubl 2-hybrid diese Arbeit 
pGBT-(UBA)DDI1 2-hybrid diese Arbeit 
pGAD-4UbiGG  2-hybrid Neus Colomina 
pGAD-4Ubi_ _ 2-hybrid Neus Colomina 
pGAD-2UbiGG  2-hybrid Neus Colomina 
pGAD-2Ubi_ _ 2-hybrid Neus Colomina 
Yep96-cup-Ubiquitin Ubiquitin-Expression (Zhu et al. 1996) 
Yep105-cup-MycUbiquitin Myc-Ubiquitin-Expression (Zhu et al. 1996) 
Tabelle 4: Liste der verwendeten S. cerevisiae Plasmide 
1.8 Saccharomyces cerevisiae Medien 
Soweit nicht anders angegeben, wurden Flüssigkulturen bei Raumtemperatur bei 
120 rpm geschüttelt. Agarplatten wurden ebenso bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Messung der Zelldichte erfolgte bei einer Wellenlänge von 600 nm (Eppendorf 
Messmaschine). Eine OD600 von 1 entspricht etwa 3 x 107 Zellen/ml. 
 
YPD/YPGal-Medium 1% Bacto Yeast Extract (Difco) 
2% Bacto Peptone (Difco) 
2% Glukose (YPD) oder 4% Galaktose (YPGal) 
SC-Medium 3.5% Bacto Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren 
20 g Zucker (Glukose, Galaktose oder Raffinose) 
2 g Aminosäure-Mix ohne Selektionsaminosäuren 
pro 1 l Wasser 
Sporulationsmedium 1 % Kaliumacetat in H2O  
YPD-G418 200 mg G418 (Sigma: G-9516) pro l Medium 
 
 
1.9 Verwendete Plasmide für Expression in E.coli und Insektenzellen 
 
Plasmid Verwendung Quelle 
pGEX-GST-Ubc13 In vitro K63-Ketten Helle Ulrich (Stammsammlung) 
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pQE30-His-Mms2 In vitro K63-Ketten Helle Ulrich (Stammsammlung) 
pVL1392 UbaI In vitro K63-Ketten Kathrin Jepsen (Stammsammlung)
pQE30-His-Sec17 In vitro Ubiquitin-Bindung (Steel et al. 1999) 
pQE30-His-Sec18 In vitro Ubiquitin-Bindung (Steel, Laude et al. 1999) 
Ubilac-GST In vitro Ubiquitin-Bindung Kathrin Jepsen (Stammsammlung)
pGEX-GST-UBA(Ede1) Affinitätssäule diese Arbeit 
pGEX-GST-UBA(DDI1) Affinitätssäule diese Arbeit 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Plasmide für Expression in E. coli und Insektenzellen 
2. Molekularbiologische Methoden 





















2.2 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA 
Für analytische und präparative Isolierungen von DNA-Fragmenten wurden 0,6 - 1 
,2 %ige Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer aufgekocht, 
nach Abkühlung mit Ethidiumbromid (0,2 µg/ml) versetzt und in Flachkammern mit 
Kämmen für Geltaschen gegossen. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet. Die 
DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit DNA-Probenpuffer versetzt. Die 
angelegte Spannung lag zwischen 80 und 120V. Durch die Interkalation von 
Ethidiumbromid in die DNA konnte die aufgetrennte DNA auf einem UV-Illuminator 
sichtbar gemacht und photografiert werden. Die parallele Auftrennung eines 
Größenmarkers (1 kb DNA-Ladder, Invitrogen) diente zur Ermittlung der Länge der 
DNA-Fragmente. 
2.3 PCR zur Amplifikation von Gensequenzen 
Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 µl mit etwa 100 ng 
Plasmid-DNA bzw. 0.5 µg genomischer DNA in ThermoPol-Puffer (NEB) 
durchgeführt. Es wurden je 0.5 mM deoxy-Nukleotide, 0.5 µM der entsprechenden 
Oligonukleotide (primer) und 1-5 U Vent-Polymerase eingesetzt. Die PCR-Reaktion 
fand in einem „Mastercycler“-Gerät (Eppendorf) statt. Standard-PCR-Reaktionen 
wurden 2 min bei 94 °C denaturiert, anschließend wurden 25-30 Zyklen (94°C, 30 
sec; 45-55°C, 30 sec; 72°C, 1-5 min) durchlaufen. Die Reaktionen wurden durch 
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 
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2.4 Diskontinuierliche PCR-Reaktion (long range) 
Zur Amplifikation schwieriger DNA-Sequenzen und zur Amplifikation der Epitop-
Kassetten der chromosomalen Epitop-Markierung wurde ein diskontinuierliches 
PCR-Protokoll verwendet. Nukleotide, Plasmid-DNA und Oligonukleotide wurden 
wie oben beschrieben zusammengegeben und mit einfach-konzentriertem Puffer P1 
(50 mM Tris/HCl, pH 9.2; 16 mM (NH4)2SO4, 17.5 mM MgCl2) versetzt. Die 
Endkonzentration von MgCl2 wurde bis 4 mM durch Zugabe von 50 mM MgCl2 
variiert. Die Reaktion wurde durch 0.8 µl Polymerase-Mix (2 µl Taq-Polymerase, 5 
U/µl; 1 µl Vent-Polymerase, 2 U/µl) während einer zweiminütigen 
Denaturierungsphase (94°C) gestartet. Zunächst wurden 9 Zyklen bei niedrigerer 
Schmelztemperatur (94°C, 20 sec; 45-50°C, 30 sec; 68°C, 2-5 min), anschließend 
20 Zyklen unter stringenteren Bedingungen (94°C, 30 sec; 50-60°C, 30 sec; 3 min, 
68°C) durchlaufen. Die Verlängerungszeit nahm in den letzten 20 Zyklen pro Zyklus 
um 20 Sekunden zu. Die Produkte wurden erneut in Agarosegelelektophorese 
analysiert. 
2.5 Mutagenese-PCR  zur Einführung von Punktmutationen 
Punktmutationen wurden durch PCR, die mit einem Oigonukleotidpaar, das die 
entsprechende Mutation aufwies, durchgeführt. Bei dieser Methode wird das 
gesamte Plasmid amplifiziert. Das Oligonukleotidpaar hatte eine Länge von 20 bis 
maximal 30 Basen, und trug die Mutation in der Mitte. Die Reaktion wurden in 25 μl 
Volumen durchgeführt (2,5 μl Pfu Puffer, Statagene; je 0,5 μl Primer, 120 ng/μl; 
0,625 dNTPs, 10 mM; 0,5 μl Pfu Turbo, Stratagene; 10-60 ng Plasmis-DNA; Rest 
H20dest.). Die Reaktion wurde im Mastercycler unter folgenden Bedingungen 
inkubiert: 18 Zyklen (95°C 30 sec, 55°C 40 sec, 68°C 2 min pro 1000 bp). Um die 
Plasmid-DNA der Matritze zu beseitigen wurde eine Stunde mit DpnI, eine 
Restriktionsendonuklease, dioe spezifisch methylierte DNA schneidet, verdaut. 
Anschließend wurde ein Aliquot direkt in E.coli transformiert. Durch Sequenzierug 
wurde die eingefügte Mutation überprüft. 
2.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
0.5 µg Plasmid-DNA wurde mit 4 µl DYEnamic ET terminator cycle sequencing 
premix (Amersham) und 5 pmol des Oligonukleotids in einem Volumen von 10 µl 
versetzt. Es wurden 25 Zyklen (95°C, 20 sec; 45°C, 15 sec; 60°C, 1 min) 
durchlaufen. Die Proben wurden durch Ethanol gefällt, in einem Gelladepuffer 
aufgenommen und in einem Abi Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer) 
analysiert. Die Sequenzierung erfolgte durch beauftrage Firmen. 
2.7 Isolierung von Plasmid-DNA 
Die DNA wurde über Anionenaustauscher-Säulen der Firma Quiagen nach 
alkalischer Lyse isoliert. Kleine Mengen DNA (5-10µg) wurden aus 4 ml-Über-
Nacht–Bakterienkulturen gewonnen, für mittlere und größere Mengen wurden 100 
ml bis 400 ml-Kulturen angesetzt. Die Reinigung der Plasmide mittels der Quiagen-
Säulen erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers (Quiagen Plasmid Handbuch). 
2.8 Restriktionsverdau 
Verdaureaktionen mit Restriktionsendonukleasen wurden unter dem vom Vertreiber 
empfohlenen Bedingungen durchgeführt. Für Verdaureaktionen im präparativen 
Maßstab wurden zwischen 5 und 20 µg DNA eingesetzt. Bei Restriktionsanalysen 
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wurden zwischen 0.2 und 0.6 µg Plasmid-DNA verdaut. Präparative 
Verdaureaktionen wurden durch Vermischen mit einem gleichen Volumen 
Phenol/Choloform/Isopropanol (25:24:1, v/v) abgestoppt und durch Agarose-
Gelelektrophorese gereinigt. Vektor-DNA wurde, um die Religation zu verhindern, 
mit 1 U alkalischer Phosphatase (CIP, NEB) dephosphoryliert. 
2.9 Ligation 
In der Ligation wurde das Insert in zweifachem molaren Überschuß eingesetzt. 
Ligationsreaktionen fanden in einfach konzentriertem Ligasepuffer, 0.5 mM ATP, 4 
U T4-Ligase statt und wurden bei 16°C für 2 Stunden inkubiert. Die Produkte 
wurden gegen ddH20 mikrodialysiert. 2 µl des Ansatzes wurden zur Transformation 
elektrokompetenter E. coli XL1 Blue-Zellen verwendet. 
3. Mikrobiologische Methoden 
3.1 Herstellung CaCl2-kompetenter E.coli Bakterien 
Die Transformation gereinigter Plasmid-DNA in den Expressionsstamm E. coli BL21 
(DE3) pRIL sowie in den Bakterienstamm TG1 erfolgte in CaCl2-kompetente Zellen 
mittels Hitzeschock (Cohen et al. 1972). 400 ml LB-Medium wurden mit 4 ml einer 
Übernachtkultur versetzt und bei 37°C geschüttelt. Bei einer OD600 von 0.4 wurden 
die Zellen in gekühlte Zentrifugationsbecher überführt und 60 Minuten auf Eis 
gekühlt. Die Zellen wurden bei 3000 rpm, 4°C, für 10 min abzentrifugiert. Das 
Bakterienpellet wurde in 80 ml eiskalter CaCl2-Lösung (60 mM CaCl2, 15% 
Glycerin, 10 mM PIPES, pH 7.0) resuspendiert und 60 min auf Eis inkubiert. Die 
Zellen wurden abzentrifugiert  in 10 ml CaCl2-Lösung resuspendiert und erneut 60 
min auf Eis inkubiert. Am Ende wurden die Bakterien in 2 ml CaCl2-Lösung 
resuspendiert nach kurzer Inkubation auf Eis aliquotiert und bei –80°C gelagert. 
3.2 DNA-Übertragung in CaCl2-kompetente E. coli Zellen 
Plasmide wurden in CaCl2-kompetente Bakterienzellen mittels Hitzeschock 
übertragen. Dazu wurden 50 µl Bakteriensuspension und 1 µl Plasmid-DNA 
zusammengegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzepuls von 60-90 
sec bei 42 °C wurde 700 µl LB-Medium zugegeben. Die Bakteriensuspension wurde 
120 min bei 37°C geschüttelt, kurz abzentrifugiert und nach Resuspension in 300 µl 
LB-Medium auf entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. 
3.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen 
Plasmid-DNA wurde in der Regel nach Transformation in elektrokompetente E. coli 
XL1-Blue-Zellen gereinigt. Zur Herstellung der elektrokompetenten Zellen wurden 
500 ml LB-Medium mit 3 ml einer Übernachtkultur versetzt und bis zu einer OD600 
von 0.6 bei 37°C geschüttelt. Die Bakterien wurden nach 60 minütiger Inkubation 
auf Eis bei 5000 rpm, 4°C für 10 min abzentrifugiert und in 500 ml eiskaltem Wasser 
resuspendiert. Nach erneuter Inkubation auf Eis für 60 min wurde die Bakterien 
abzentrifugiert und in 250 ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen. Die Bakterien 
wurden erneut auf Eis inkubiert, zentrifugiert und in 1.5 ml 10% Glycerin 
resuspendiert. Nach Aliquotieren wurden die kompetenten Zellen bei –80°C 
gelagert. 
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3.4 DNA-Übertragung durch Elektroporation 
Die Plasmid-DNA wurde, wenn nötig nach Mikrodialyse gegen ddH2O auf Millipore-
Filtern, zu 50 µl kompetenten Bakterien gegeben und in eine eisgekühlte 
Elektroporationsküvette mit 1 mm Spaltbreite transferiert. Die Elektroporation 
erfolgte durch einen Puls von 1.8 kV/ 25 µF/ 200 ml im Biorad Gene Pulser II. Die 
Dauer des Pulses betrug in der Regel 4-5 msec. Die Zellen wurden anschließend 
mit 700 µl LB-Medium versetzt, 120 min bei 37°C geschüttelt und zuletzt auf 
entsprechenden Selektionsplatten ausplatiert. 
3.5 Transformation von DNA nach der Lithiumacetat Methode in 
Saccharomyces cerevisiae 
1 ml einer Übernachtkultur im Selektionsmedium wurde zu 20 ml frischen Mediums 
gegeben und 4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Transformation wurden 2 ml 
Aliquots dieser Kultur verwendet und bei 3000 rpm, 23 °C, für 3 min abzentrifugiert. 
Das Hefepellet wurde in 1 ml TE/LiOAc-Lösung (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM 
EDTA, 100 mM Lithiumacetat) aufgenommen und erneut zentrifugiert. Zum Pellet 
wurden 5 µl einzelstängige DNA (denatuierte Lachsspermien-DNA), 1-5 µl der zu 
transformierenden DNA und 300 µl TE/PEG (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 
100 mM Lithiumacetat, 40 % PEG3350) gegeben. Die Suspension wurde 30 min auf 
dem Drehrad bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Hitzepuls (42°C, 15 min) 
wurde die Suspension bei 3500 rpm, 3 min, 23 °C, zentrifugiert, in ddH2O 
resuspendiert und auf entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert. Bei 
Kanamycin-Resistenz wurden die Hefezellen in 3 ml YPD-Medium resuspendiert, 
über Nacht bei Raumtemperatur geschüttelt und nach Zentrifugation auf YPD-G418-
Platten ausplattiert. 
3.6 Herstellung kompetenter Hefezellen 
Eine Übernachtkultur im entsprechenden Selektionsmedium wurde im Verhältnis 
1:20 verdünnt und bei Raumtemperatur bis zu einer OD600 von 0.7 geschüttelt. Die 
Zellen wurden abzentrifugiert (3000 rpm, 23 °C, 5 min) und im 0.5-fachen Volumen 
an sterilem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das 
Hefepellet im 0.1-fachen Volumen SORB (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 
100 mM Lithiumacetat, 1 M Sorbitol) aufgenommen. Nach Zentrifugation wurde das 
überstehende SORB komplett abgenommen. Die Zellen wurden in 360 µl SORB bei 
50 ml ursprünglichen Kulturvolumens resuspendiert. Nach Zugabe von 40 µl 
denaturierter Einzelstrang-DNA wurde die Suspension á 50 µl aliquotiert und bei –
80°C gelagert. 
3.7 Integrative Transformation über homologe Rekombination 
Für eine Transformation mit gereinigter Plasmid-DNA wurden 10 µl, für die 
Transformation mit PCR-Produkt 50 µl kompetenter Hefezellen eingesetzt. Die DNA 
wurde zu den Zellen gegeben und mit dem 6-fachen Volumen TE/PEG versetzt. Die 
Zellen wurden 30 min am Drehrad bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde 1/9-Volumen an DMSO zugegeben. Nach einem Hitzepuls (15 min, 42°C) 
wurden die Hefen zentrifugiert, in ddH2O resuspendiert und auf entsprechende 
Selektionsplatten ausplattiert. Bei Verwendung des Kanamycin-Markers wurde die 
Zellen zwei Stunden bei Raumtempertatur geschüttlelt. 
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3.8 Kreuzung von Hefestämmen 
Zwei Hefestämme unterschiedlichen Paarungstyps (MATa und MATα) wurden in 
YPD-Medium bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase geschüttelt. 
Aliquots der gleichen Zellmenge wurden gemischt und je 10 µl davon auf eine YPD-
Agarplatte getüpfelt. Nach 3 Stunden Inkubation konnten fusionierte Hefezellen 
aufgrund ihrer typischen Morphologie (hantelförmige Zellen die in der Mitte eine 
Knospe tragen) identifiziert, und mit dem Mikromanipulator (Singer MSM Systems) 
isoliert werden. 
3.9 Serielle Verdünnungsreihen 
Für die Analyse von Hefemutanten wurden serielle Verdünnungen von Hefekulturen 
auf Platten des entsprechenden Selektionsmediums getüpfelt. Übernachtkulturen 
des Hefestammes im entsprechenden Wachstumsmedium wurden mit ddH2O auf 
eine OD600 von 1 verdünnt und drei weitere Verdünnungen im Verhältnis 1:10 
pipettiert. Je 5 µl jeder Verdünnung wurden nebeneinander auf Platten getüpfelt und 
unter den gewünschten Bedingungen inkubiert. 
3.10 Tetradenanalyse 
Diploide Hefezellen (500 µl) einer stationären Kultur wurden abzentrifugiert und drei 
mal in Sporulationsmedium gewaschen. Nach drei Tagen bei 23°C, wenn die 
Sporen ausgereift waren, wurde 1 ml abzentrifugiert, und in 1 ml H20 aufgenommen. 
Der Verdau des Tetradensackes erfolgte in STE-Puffer (1 M Sorbitol, 10 mM Tris 
pH8, 0, 25 mM EDTA frisch zugegeben 5 % 1M DTT. Für die Reaktion mit 
Zymolyase wurden 40 μl Zellen, 40 μl STE-Puffer und 1 μl Zymolyase (0,5 mg/ml) 
verwendet und 10 bis 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 20 µl der 
Zellsuspension wurden strichförmig auf einer YPD-Platte ausgezogen. Die 
Trennung der Tetraden und das Isolieren der Sporen erfolgte mit einem 
Mikromanipulator (Singer MSM Systems). Zur Ausreifung (Germination) der Sporen 
und Wachstum der Kolonien wurden die Platten mehrere Tage bei Raumtemperatur 
inkubiert. 
3.11 Nachweis von Protein-Protein WW mit dem Zwei-Hybrid-System 
Die genetische Information eines der zu untersuchenden Gene wurde im Leseraster 
hinter die aktivierende Domäne des GAL4-Transkriptionsfaktors (pGAD-Vektor) 
kloniert. Die Information des anderen Proteins wurde entsprechend hinter die DNA-
bindende Domäne des GAL4-Transkriptionsfaktors kloniert (pGBT9-Vektor). Der 
Hefestamm PJ69-4a wurde mit beiden Vektoren sowie mit den jeweiligen 
Leervektoren als Kontrolle transformiert. Transformierte Hefezellen wurden auf Sc-
Leu-Trp-Platten bei 30°C angezogen und anschließend auf Sc-Leu-Trp-His-Platten, 
die mit verschiedenen Konzentrationen 3-Aminotriazol supplementiert waren, 
analysiert. 
3.12 Mikroskopische Methoden 
GFP-Epitop markierte Hefezellen wurden duch eine Dekonvolutions-
Mikroskopanlage mit einem Leica DMRXA-Mikroskop sichtbar gemacht. Der 
Monochromator Polychrome II stammte von T.I.L.L. Phototonics GMBH. Die 
Steuerung erfolgte duch Openlab 2.2.5 Improvision Ltd. an einem Apple G3-
Computer. Die GFP Anregung erfolgte bei 471 nm und die Emission bei 510 nm. Da 
zur Ausbildung des GFP-Fluorophors Sauerstoff benötigt wird, wurden die Zellen in 
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Schüttelkolben kultiviert, um eine optimale Versorgung mit Sauerstoff zu 
gewährleisten. 5 μl einer mit eiskaltem H2O gewaschenen, dichten Zellsuspension 
wurden auf einen Objektträger aufgetragen und mit einem Deckglas, dass leicht 
angedrückt wurde, fixiert. Die mikroskopische Aufnahme erfolgte unmittelbar. 
3.13 Luzifer yellow Färbung 
Logarithmische Zellen mit einer OD600 0,2 wurden verwendet. Die Zellen wurden bei 
3000rpm 5 min bei Raumtempertatur geernet, in 120 µl YPD verdünnt, und mit 4 
mg/ml (80μl) Luzifer Yellow versetzt (Stocklösung:10 mg/ml). Der Ansatz wurde 30 
min bei RT auf einem Drehrad inkubiert. Das Waschen der Zellen erfogte 5 mal mit 
eiskaltem Waschpuffer (50 mM NaPhosphat, 10 mM NaAzid, 10 mM NaFluorid, 
pH7,5). Die Zentrigufation erfolgte 1 min bei 3000 rpm. Das Pellet wurde in 10 μl 
aufgelöster 1,6 %iger Agarose (maximal 50°C) verdünnt und auf einen Objektträger 
aufgetragen Die mikroskopische Analyse erfolgte durch Anregung des Farbstroffes 





4. Proteinbiochemische Methoden 
4.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Hefe durch alkalische Lyse 
Zur Lyse von in Flüssigkultur wachsenden Hefezellen wurde eine OD600 von 0.5-0.7 
eingesetzt. Die Zellen wurden sedimentiert (1 min, 13000 rpm), in 400 µL Lyse-
Puffer (1.85 M NaOH, 7.5 % ß-Mercaptoethanol) aufgenommen und 10 min auf Eis 
inkubiert. Alternativ wurde die Hälfte einer großen Hefekolonie in 200 µL H2O 
suspendiert, mit 30 µl Lyse-Puffer versetzt und 10 min auf Eisinkubiert. Um 
Hefezellproteine zu untersuchen wurde sofort nach Lyse eine TCA-Fällung 
durchgeführt. 
Die Fällung von Proteinen aus wässrigen Lösungen erfolgte bei einer TCA-
Konzentration von 6-10 % (w/v). Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die 
denaturierten Proteine durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 20000 g, 4°C). 
Das Pellet wurde mit -20° C kaltem Aceton gewaschen, bei 28°C getrocknet und in 
90 µL Tricin SDS Probenpuffer (66 mM Tris-HCl pH 6.8, 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) ß-
Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerol, 0.01 % (w/v) Coomassie G250) bzw. 20 µL 
HU-Puffer (8 M Urea, 5 % SDS, 200 mM Tris-HCl pH 6.8, 1 mM EDTA, 0.01 % 
Bromphenolblau, 1,5 % (w/v) DTT) aufgenommen. Um noch vorhandene TCA zu 
neutralisieren wurden 50 µL bzw. 2 µL 1 M Tris-Base zur Suspension gegeben. Die 
Proben wurden 30 min bei 37°C inkubiert, ehe sie mittels Tricin-Gelelektrophorese 
und Western Blotting analysiert wurden. 
4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BioRad-Proteinassay 
(BioRad, Bradford-assay) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Außer SNC1 und SNC2 wurden die Proteine durch denaturierende SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli 1970). Die Elektrophorese 
Material und Methoden 
  63 
wurde in einer Hoefer-Vertikalelektrophoresekammer durchgeführt. Es wurden 10-
15 %ige Trenngele, und 4 %ige Sammelgele verwendet. Anodenpuffer (0.2 M 
Tris/HCl, pH 8.9) und Kathodenpuffer (0.1 M Tris/HCl, 0.1 M Tricin, 0.1 % (w/v) 
SDS, pH 8.25) waren unterschiedlich. 
4.4 Tricine-Gelelektrophorese 
SNC1/SNC2 Proteine wurden ausschließlich durch diskontinuierliche vertikale 
Ntris(hydroxymethyl)methylglycin (kurz Tricin) - Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
aufgetrennt (Schagger und von Jagow 1987). Die für die Gelelektrophorese 
verwendeten Gele hatten eine Endkonzentrationen von Acrylamid und N,N'-
Methylenbisacrylamid von 10 %-15 %(w/v). Die Proben wurden in Tricin SDS 
Probenpuffer (66 mM Tris-HCl pH 6.8, 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol, 
10 % (v/v) Glycerol, 0.01 % (w/v) Coomassie G250) gelöst, 30 min lang bei 37°C 
erhitzt und auf das Gel aufgetragen. Die Vertikalelektrophorese erfolgte in einem 
Zweipuffer-System (Anodenpuffer: 20 mM Tris-HCl pH 8.9; Kathodenpuffer: 10 mM 
Tris, 10 mM Tricin, 0.01 % (w/v) SDS, pH 8.25) bei 30 mA. Als Größenstandard 
wurde prestained Proteinmarker (Boehringer; 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 15, 10 
kDa) verwendet. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine auf 
Nitrocellulose transferiert. 
4.5 Coomassie–Färbung von Proteingelen 
Die Gele wurden in einer gefilterten Lösung 0,25 % (w/v) Coomassie Briliant Blue 
R250 in Wasser:Methanol:Essigsäure 9:9:2 für mindestens 4 Stunden geschüttelt. 
Zur Sichtbarmachung der Banden wurde das Gel in einer Lösung identischer 
Zusammensetzung ohne Coomassie entfärbt. 
4.6 Silber-Färbung von Proteingelen 
Das zu färbende Gel wurde in 50 % Methanol für 3 Stunden geschüttelt, 30 Minuten 
in H20 bidest. gewaschen, 15 Minuten in Färbelosung gefärbt (Färbelösung: A: 0,8 g 
in 4 ml H20 bidest., B: 21 ml 0,36 % NaOH, 1,4 ml 28 %ige Ammoniumhydroxid; A 
tropfenweise zu B zugeben), danach 3 mal 5 min gewaschen. Die Entwickung der 
Banden erfolgte in 200 ml Entwicklerlösung (200 ml H20 bidest., 2,5 ml 1 % 
Zitonensäure, 0,25 ml 38 %ige Formaldehydlösung, Zugabe von H20 bidest. bis 500 
ml). Nach Erscheinen der Banden wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 %igem 
Methanol gestoppt. 
4.7 Western blot 
Die zu analysierenden Proteinproben wurden durch denaturierende 
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Tank in einfach konzentriertem Transferpuffer 
(20 mM Tris, 144 mM Glycin, 0.01 % SDS, 20 % Methanol) auf 
Nitrocellulosemembran transferiert. Der Transfer fand bei einer konstanten 
Spannung von 70 V bei Raumtemperatur für 60 bis 90 min statt. Die Membran 
wurde für 30 min in TBST + 0,5 % Milchpulver inkubiert. Die Bindung des ersten 
Antikörpers erfolgte in frischem TBST/Milchpulver über Nacht bei 4°C. Nach 
Waschen der Membran 3 mal 10 Minuten in TBST wurde in TBST/Milchpilchpulver 
mit dem zweiten Antikörper für 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Membran wurde erneut 3 mal 10 Minuten gewaschen und nach Inkubation mit ECL-
Lösung (Amersham) aufgrund der Chemiluminiszenz auf ECL-Hyperfilm nach 
Angaben des Herstellers analysiert. 
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4.8 Reinigung rekombinanter Proteine unter nativen Bedingungen 
Die Expression von GST- und His-Epitop markierten Hefe-Proteinen erfolgte in 
BL21DE E. coli-Zellen. Dazu wurden 1 bis 2 Liter Kultur bis zu einer OD600 0,7 bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe 
von 2 mM IPTG für 2 bis 3 Stunden. Die Zellen wurden geerntet und in 
Resuspensionspuffer aufgenommen (50 mM Tris pH8, 100 mM NaCl, Leupeptin 1 
μg/ml, Aprotinin 1 μg/ml, 1 mM PMSF, 1 mM DTT) Für die Zelllyse wurde 1 mg/ml 
Lysozym zugegeben und 1 h bei 4° auf einem Drehrad rotiert. Anschließend wurde 
1 h bei 100000 g zentrifugiert. Alternativ erfolgte die Lyse mit zwei Durchläufen in 
der „french press“ und anschließender Zentrifugaion bei 20000 g. Der Überstand 
wurde vorsichtig abgenommen, Glutathion-Sepharose (Pharmacia) oder NiNTA 
(Quiagen) zugegeben, und auf die Säule gegeben. Die Säule wurde mit mindestens 
150 ml Resuspensionspuffer ohne Proteaseinhibitoren gewaschen. Die Elution 
erfogte mit 10 mM Glutathion oder 0,5 M Imidazol im Waschpuffer. 
4.9 Immunpräzipitation von Proteinen 
200-300 OD einer logarithmischen Zellkultur wurden bei Raumtemperatur 
abzentrifugiert (3500 rpm, 2 min) und in eiskaltem Lysepuffer (PBS, 1 % NP40, 20 
mM NEM, 1 mM PMSF) aufgenommen. Zu der Mischung wurden bis ca 2 mm unter 
den Meniskus Glasperlen (Glass beads, acid-washed, R 425-600 µm, Sigma) 
zugegeben. Diese wurde daraufhin je 30 sec auf dem Vortex-Schüttler geschüttelt 
und 30 sec auf Eis abgekühlt. Der Vorgang wurde drei- bis viermal wiederholt. 
Bevor die Zentrifugation bei 20000 g erfolgte, wurde dem Ansatz nochmals 
Lysepuffer zugebeben und eine Stunde auf Eis stehen gelassen. Es wurden 2 µg 
beads-gekoppelter Antikörper zugegeben und die Lösung für 60 min auf dem 
Drehrad bei 4°C inkubiert. Das Waschen der beads erfolgte durch Zugabe von 5x 
Lysepuffer, 2x Lysepuffer ohne NP40. Die beads wurden anschließend in 2x 
Lämmlipuffer 5 min auf 95°C erhitzt und in Gelelektrophorese und Immunoblot 
analysiert. 
4.10 Analyse der Membranassoziation eines Proteins 
Eine Hefekultur wurde im selektiven Medium bei der gewünschten Temperatur zu 
einer OD600 von 1 angezogen. Die Hefezellen wurden nach Zentrifugation bei 3000 
rpm, 4°C, 5 min in 150 µl Lysepuffer (200 mM Tris/HCl, 6 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 
20 mM NEM, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) aufgenommen und mit Glasperlen lysiert. 
Das Lysat wurde bei 3000 g, 4°C, 2 min zentrifugiert. Ein Aliquot des Überstandes 
wurden entnommen, 2 x Lämmli-Puffer versetzt und bei 65°C denaturiert 
(Totalextrakt). 75 µl des Überstandes wurden bei 13000 g, 4°C, 1 h zentrifugiert. Ein 
Aliquot des Überstandes (lösliche Fraktion) sowie das Pellet (Membranfraktion) 
wurden in HU-Puffer denaturiert. Das Pellet wurde in Lysepuffer aufgenommen und 
in mehrere Proben aufgeteilt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Einzelpellets 
entweder in Lysepuffer, in 0.1 % SDS-Lösung oder in 1%iger Tritonlösung für 30 
min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden durch Zentrifugation bei 20000 g in 
lösliche und Membran-assoziierte Fraktion aufgetrennt und in 2 x Lämmli-Puffer 
denaturiert. Die denaturierten Proteinproben wurden anschließend durch 
denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt und im Immunoblot untersucht.  
4.11 Analyse der Modifikation eines Proteins mit Ubiquitin 
Duch Verwendung von chromosomal integrativen Shuttle-Vektoren wurden SNC1 
und SNC2 zusammen mit deren Promotor aus chromosomaler DNA kloniert und mit 
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einem N-terminalen Epitop versehen. Die Transformation in wt-Zellen erfolgte 
jeweils zusammen mit Ubi und myc-Ubi exprimierenden Vektoren, die über einen 
mit Kupfersulfat induzierbaren Promotor verfügten. Durch Zugabe von 1μM CuSO4 
wurde die Expression von Ubiquitin oder Myc-Ubiquitin induziert. Die Zellen wurden 
fünf Stunden in logarithmischer Phase bei 30°C auf dem Schüttler inkubiert. 
4.12 Analyse der Proteinstabilität (Promotor- und Cycloheximid 
Promotor Abschaltungs-Experimenten) 
Die Stabilität von Proteinen wurde durch gezieltes Abschalten des entsprechenden 
Genes, dass unter der Kontrolle eines GAL1,10-Promotors galaktoseinduzierbar 
und glucosereprimierbar war. Zusätzlich wurde die Proteinssytnese durch Zugabe 
von Cycloheximid gehemmt. Alternativ wurde endogen exprimiertes Protein durch 
Cycloheximidzugabe in der Synthese reprimiert (Cycloheximid shut off). 
Hefekulturen wurden in YPGal-Medium bis zu einer OD600 von 0,5 bei 
Raumtemperatur angezogen und anschließend für zwei Stunden auf die 
gewünschte Temperatur (meist 37°C) gebracht. Die Zellen wurden bei 3500 rpm, 23 
°C für 3 min abzentrifugert und schnell in vorgewärmtem YPD-Medium, dem 0.5 
mg/ml Cycloheximid zugesetzt worden waren, resuspendiert. Zu den gewünschten 
Zeitpunkten wurden 2 ml der Hefesuspension entnommen und die Proteine durch 
alkalische Lyse und TCA-Präparation für die Gelauftragung vorbereitet.  
4.13 Affinitätssäule mit GST markierten Proteinen 
Jeweils 500 μl Glutathion Sepharose wurden 1 h bei 4°C in PBS mit GST, GST-
UBA(EDE1) und GST-UBA(DDI1) beladen. Hefezelllysat wurde 1 h mit der 
Glutationsepharose bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert, danach auf eine Säule 
transferiert. Nach Bindung von GST und der GST-Fusionsproteine GST-UBA(DDI1) 
und GST-UBA(EDE1) an Glutation-Sepharose, wurde die Sepharose mit Wildtyp-
Hefelysat inkubiert. Die Elution erfolgte sequentiell mit 0,5 M NaCl, 1M NaCl und 
0,2% SDS. Die Elutionsfraktionen wurden gefällt und parallel auf ein Gel für 
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